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1. Introducción 
 
 
  
1.1. ALIMENTACIÓN Y SALUD 
 
Las evidencias científicas que relacionan alimentación y salud se han 
multiplicado durante los últimos 10 años aumentando el interés del consumidor por los 
efectos que la dieta pueda ejercer sobre la disminución del riesgo de enfermedades 
cardiovasculares, algunos tipos de cáncer y otras patologías. Numerosos trabajos de 
investigación han constatado que distintos constituyentes de los alimentos son 
ingredientes de interés para la salud: componentes derivados de las proteínas, lípidos, 
oligosacáridos, minerales, vitaminas y antioxidantes entre otros (Wildman, 2007). Así 
se han identificado péptidos con actividad antihipertensiva, elementos minerales como 
el calcio que puede contribuir a un retraso en la aparición de la osteoporosis, ácidos 
poliinsaturados con potencial reducción del riesgo de enfermedades cardiovasculares, 
esteroles de plantas que pueden inhibir la absorción de colesterol, componentes con 
actividad antioxidante y prebióticos o microorganismos probióticos para mejorar la 
flora intestinal. 
 
Un alimento funcional es aquel que además de satisfacer las necesidades 
nutricionales básicas, puede proporcionar beneficios para la salud y reducir el riesgo de 
padecer enfermedades. Este nuevo concepto surge en Japón en la década de los años 80 
cuando las autoridades intentaron reducir los gastos sanitarios, generados por la mayor 
longevidad de la población, y garantizar una mejor calidad de vida. El gobierno nipón 
desarrolló entonces el programa FOSHE (Foods for Specific Use and Health) para 
estudiar alimentos funcionales. Más tarde, en la década de los 90, la Unión Europea 
financió una Acción Concertada y un proyecto (Functional Food Science in Europe, 
FUFOSE) para fomentar el desarrollo de estos alimentos y aportar evidencias científicas 
sobre sus potenciales beneficios.  
 
El reglamento europeo (CE Nº 1924/2006), que entró en vigor en enero del 2007 
y se comenzó a aplicar en julio de dicho año, constituye un avance importante en la 
regulación de la publicidad y etiquetado de los alimentos funcionales, ya que establece 
las normas por las que deberá regirse la industria alimentaría para poder afirmar que un 
 3
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alimento aporta determinadas propiedades saludables. Las alegaciones establecidas por 
este reglamento son:  
• Sobre contenido nutricional 
• Relativas a la salud 
a) De propiedades saludables 
b) Reducción del riesgo de enfermedad  
y se debe garantizar que estas últimas se realicen en función de evidencias científicas 
reales.  
 
En las sociedades industrializadas, donde una gran parte de la población tiene 
cubiertas las necesidades nutricionales mínimas, se demandan cada vez más alimentos 
funcionales y por ello, el número de estudios sobre esta materia ha crecido 
exponencialmente en la última década (Wildman, 2007; Siró et al., 2008; Rudkowska, 
2009). Las múltiples posibilidades de elaboración de este tipo de productos se basan en 
la incorporación a un alimento convencional de ingredientes con actividad biológica -en 
general de origen natural- de interés para la salud pero sin función terapéutica, la 
eliminación de constituyentes no deseados o la  modificación de otros, así como el 
aumento de la concentración de un componente naturalmente presente con efectos 
beneficiosos para la salud. La gama de productos comercializados actualmente ha 
aumentado de forma notable y han surgido en el mercado alimentos con alto contenido 
en determinados ácidos grasos o esteroles, péptidos bioactivos, antioxidantes, proteínas 
de soja, carbohidratos prebióticos así como alimentos enriquecidos en minerales o 
vitaminas y productos fermentados mediante la utilización de bacterias probióticas.  
 
Los desarrollos tecnológicos en este campo han sido espectaculares y estos 
productos, que están irrumpiendo con fuerza en los mercados internacionales, serán 
probablemente la herramienta más importante que disponga en el futuro la Ciencia de 
los Alimentos y la Nutrición. Destacan, de forma especial, los numerosos avances en el 
campo de los productos lácteos, probablemente por la facilidad de incorporación de 
ingredientes a esta matriz alimentaría (Huth et al., 2006). De esta manera se han 
desarrollado leches enriquecidas en calcio y en distintas vitaminas, sobre todo A, D y E, 
leches fermentadas dirigidas a mejorar la flora intestinal y el  estado inmunológico, y 
productos lácteos que incorporan péptidos con actividad antihipertensiva o esteroles 
vegetales para reducir los niveles de colesterol. También se han comenzado a 
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comercializar quesos con bacterias probióticas incorporadas o con β-sitosterol y, con 
una difusión más limitada, leches con la lactosa hidrolizada o con adición de fibra 
soluble. Aunque las leches enriquecidas en distintos componentes han tenido un gran 
desarrollo en los últimos años, otra tendencia de interés creciente en cuanto a lácteos 
funcionales, es la sustitución de componentes con efectos potencialmente negativos por 
otros que puedan resultar beneficiosos (Mataix y Gil, 2004). Es el caso de los derivados 
lácteos en los que parte o la totalidad de la grasa de leche se ha sustituido por grasas 
vegetales o mezcla de éstas con aceite de pescado. De esta forma se incrementan los 
niveles de ácidos grasos omega-3, con el consiguiente beneficio para la prevención de 
enfermedades cardiovasculares (Li et al., 2003).  
 
En la línea de lípidos funcionales, actualmente se pueden encontrar también en 
el mercado preparados lácteos enriquecidos en Tonalín, producto obtenido a partir del 
aceite de cártamo, rico en los isómeros del ácido linoleico conjugado (CLA) cis-9, 
trans-11 y trans-10, cis-12 C18:2 (Laso et al., 2007). Algunos estudios científicos 
avalan que los productos enriquecidos en Tonalín disminuyen el contenido en grasa 
corporal, bien por la inhibición de la lipogénesis (formación de tejido adiposo) como 
por el potencial estímulo que puedan ejercer sobre la lipolisis (transformación de grasas 
en energía) (Gaullier et al., 2004 y 2007; Raff et al., 2009). Este efecto sería atribuible 
al isómero trans-10, cis-12 C18:2 (Park et al., 1999). 
 
 
1.2. LÍPIDOS LÁCTEOS: DESCRIPCIÓN Y ORIGEN 
 
La leche es una mezcla en equilibrio de proteínas, grasa, carbohidratos, sales y 
otros componentes minoritarios dispersos en el agua como emulsiones, suspensiones 
coloidales y soluciones verdaderas. Es un alimento básico que tiene la función 
primordial de satisfacer los requerimientos nutricionales en la primera etapa de la vida. 
Además, en la dieta de adolescentes y adultos la ingesta de leche resulta muy 
beneficiosa por la presencia de una amplia gama de nutrientes y un alto aporte 
nutricional en relación con su contenido en calorías. 
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Los lípidos figuran entre los constituyentes más importantes de la leche, en 
razón de aspectos económicos, nutritivos y por las características físicas y 
organolépticas que imparten a los productos lácteos. El componente mayoritario de la 
fracción lipídica son los triglicéridos, con una proporción superior al 95%. También 
figuran en su composición cantidades menores de otros lípidos simples (diglicéridos, 
monoglicéridos y ésteres de colesterol), lípidos complejos y compuestos liposolubles 
(Tabla 1.1).  
 
Tabla 1.1. Composición de los lípidos de la leche de vaca (%). 
 
       
Triglicéridos                                97 - 98 
Diglicéridos                              0,28 - 0,59 
Monoglicéridos                        0,16 - 0,38 
Acidos grasos libres                 0,10 - 0,44 
Fosfolípidos                             0,20 - 1,001 
Colesterol                                 0,25 - 0,35 
Hidrocarburos                              Trazas       
 
1 Incluye la esfingomielina.  
Datos tomados de Jensen (2002) y Goudjil (2003). 
 
 
La grasa láctea ha sido históricamente una de las fuentes lipídicas de mayor 
consumo a nivel mundial. La leche entera de vaca se comercializa con un contenido de 
grasa próximo al 3,5%, similar al de leche caprina, mientras que los niveles en leche de 
oveja superan el 5,5% y por ello, es la materia prima idónea para la fabricación de 
quesos (Tabla 1.2). Físicamente la grasa de leche se encuentra en forma de glóbulos, 
con un tamaño medio de 3-4 μm en leche de vaca y un volumen menor en las leches de 
oveja y cabra. Cada glóbulo graso está constituido por un núcleo hidrofóbico compuesto 
por ácidos grasos, que se hallan mayoritariamente esterificados formando triglicéridos. 
Estas moléculas son insolubles en agua, ricas en energía metabólica y se encuentran 
rodeadas por una membrana de naturaleza lipoproteica, constituida mayoritariamente 
por fosfolípidos y colesterol, que protege a los triglicéridos de la acción de enzimas 
lipolíticas.  
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El contenido de fosfolípidos en la grasa láctea varía de 0,2 a 1,0 % (Tabla 1.1) 
del cual más del 20% se corresponde con la esfingomielina (German y Dillard, 2006; 
López et al., 2008), un compuesto relacionado con actividades biológicas de interés (ver 
apartado 1.3.5). La importancia de los fosfolípidos reside también en sus funciones 
estructurales, ya que están presentes en todas las membranas celulares.  
 
Tabla 1.2: Contenidos de grasa total y ácidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados en 
leche de distintos mamíferos (g/100 g). 
 
 Grasa total SFA1 MUFA2 PUFA3 ω-6 PUFA3 ω-3 ω-6/ω-3
Leche de vaca       
Entera 3,6 2,48 0,93 0,10 0,02 5,00 
Semidesnatada 1,7 1,07 0,39 0,05 0,01 5,00 
Desnatada 0,3 0,13 0,06 - - - 
Leche de oveja 5,8 3,58 1,22 0,29 0,06 4,83 
Leche de cabra 3,7 2,37 0,83 0,13 0,03 4,33 
Leche humana 4,1 1,92 1,47 0,41 0,08 5,12 
 
1 Ácidos grasos saturados. 2 Ácidos grasos monoinsaturados. 3 Ácidos grasos poliinsaturados.  
Datos tomados de Mataix y Gil (2004). 
 
 
Aunque en la leche se han detectado hasta 400 ácidos grasos diferentes, sólo un 
número próximo a 30 se encuentra en una proporción superior al 0,1%; el resto está 
presente a nivel de trazas. Como se muestra en la Tabla 1.2, los ácidos grasos 
mayoritarios presentes en la grasa de leche derivada de rumiantes son saturados (C4:0-
C18:0) y monoinsaturados (MUFA). Entre estos últimos destaca el ácido oleico (cis-9 
C18:1). Respecto a los ácidos grasos poliinsaturados (PUFA), el más abundante en 
grasa láctea es el ácido linoleico (cis-9, cis-12 C18:2 omega-6), característico de los 
aceites de oleaginosas, seguido del ácido α-linolénico (cis-9, cis-12, cis-15 C18:3), el 
único ácido graso omega-3 presente de forma natural, aunque con niveles que no suelen 
superar el 0,7% del total de ácidos grasos (Tabla 1.3).  
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Tabla 1.3: Composición media de los ácidos grasos más abundantes en leches de vaca, oveja y cabra (% 
del total de ácidos grasos).  
 
 ESPECIE 
Ácido graso Vaca a Oveja b Cabra c 
C4:0 3,13 3,51 2,18 
C6:0 1,94 2,90 2,39 
C8:0 1,17 2,64 2,73 
C10:0 2,48 7,82 9,97 
C12:0 2,99 4,38 4,99 
C14:0 10,38 10,43 9,81 
cis-9 C14:1 1,08 0,28 0,18 
iso C15:0 0,29 0,34 0,13 
anteiso C15:0 0,50 0,47 0,21 
C15:0 1,05 0,99 0,71 
iso C16:0 0,22 0,21 0,24 
C16:0 28,51 25,93 28,23 
cis-9 C16:1 1,73 1,03 1,59 
iso C17:0 0,55 0,53 0,35 
anteiso C17:0 0,52 0,30 0,42 
C17:0  0,73 0,63 0,72 
C18:0 10,51 9,57 8,88 
cis-9 C18:1 20,50 18,20 19,29 
cis-9 cis-12 C18:2 3,13 2,33 3,19 
cis-9 cis-12 cis-15 C18:3 0,59 0,63 0,42 
CLA1 1,03 0,74 0,70 
trans C18:1 (total) 4,25 2,90 2,12 
C18:2 (total) 4,16 3,21 3,89 
 
1 Ácido Linoleico Conjugado 
Datos tomados de a Jensen (2002) y Moate et al. (2007); b Goudjil et al. (2004) y c Alonso et al. (1999). 
   
 
Según su longitud de cadena, los ácidos grasos se pueden clasificar en ácidos 
grasos de cadena corta (C4:0 y C6:0), media (C8:0-C12:0) y larga (C14:0-C18:0 o más 
átomos de carbono). La grasa láctea derivada de rumiantes presenta contenidos elevados 
de ácidos grasos saturados de cadena corta, los cuales no figuran en la leche de otros 
mamíferos. El ácido butírico (C4:0) y caproico (C6:0) contribuyen a mantener la fluidez 
de la grasa de leche y  facilitan su secreción desde la glándula mamaria.  
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Los ácidos grasos se esterifican selectivamente en la molécula de glicerol para 
que el punto de fusión de la grasa sea menor o igual a 39ºC, la temperatura corporal del 
rumiante. Aproximadamente un tercio de los triglicéridos que se encuentran en la grasa 
de leche tienen esterificada una molécula de ácido butírico en la posición 
estereoespecífica sn-3. Los ácidos láurico (C12:0), mirístico (C14:0) y palmítico 
(C16:0) se localizan preferentemente en la posición sn-2, y el ácido esteárico (C18:0) en 
las posiciones sn-1 y sn-3 del triglicérido (Jensen, 2002).  
 
 
1.2.1. Síntesis de novo de los ácidos grasos saturados de cadena par 
 
La mayor parte de los ácidos grasos saturados de número par de átomos de 
carbono presentes en la grasa láctea de rumiantes, desde el C6:0 al C14:0 y 
aproximadamente la mitad del contenido de C16:0, se sintetizan de novo en las células 
epiteliales de la glándula mamaria (Palmquist, 2006). La síntesis de los mismos se 
produce a partir de las moléculas de acetato y del β-hidroxibutirato circulantes en el 
torrente sanguíneo (Figura 1.1), generadas en el rumen durante la fermentación de los 
hidratos de carbono de la dieta. Las dos enzimas principales responsables de la síntesis 
de novo en la glándula mamaria son la acetil-CoA carboxilasa y la ácido graso 
sintetasa (Figura 1.1). Esta última regula la elongación de cadena de los ácidos grasos 
sintetizados de novo.  
 
Aproximadamente el 50% del ácido palmítico presente en la leche así como la 
mayoría de los ácidos grasos de 18 o más átomos de carbono proceden de la absorción 
de lípidos de la dieta o de la movilización de reservas de grasas corporales (Palmquist, 
2006). Estos ácidos grasos, que son transportados en el plasma en forma de 
lipoproteínas (VLDL o quilomicrones) o como ácidos grasos libres ligados a albúmina, 
acceden al citoplasma de las células de la glándula mamaria una vez liberados de dichas 
macromoléculas, por acción de la enzima lipoproteína lipasa (Figura 1.1).   
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Figura 1.1: Síntesis de grasa láctea en rumiantes. 
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Transportador 
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(C14-C18)
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ACC 3
AGS 4
(C4-C16)
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CÉLULA DE LA GLÁNDULA MAMARIA
 
 
1 Lipoproteínas de muy baja densidad. 2 Ácido graso. 3 Acetil-CoA carboxilasa. 4 Ácido graso sintetasa.  
Figura adaptada de Chilliard et al. (2000). 
 
 
El contenido en ácidos grasos saturados de la leche puede variar 
substancialmente dependiendo de las condiciones fisiológicas. Se ha argumentado que 
un aumento de la absorción por la glándula mamaria de ácidos grasos de cadena larga 
procedentes del torrente sanguíneo, podría inhibir la actividad de enzimas implicadas en 
la síntesis de novo de ácidos grasos de cadena corta y media (Chilliard y Ferlay, 2004) y 
que este efecto inhibitorio sería más marcado cuando los ácidos grasos absorbidos 
poseen un mayor número de insaturaciones y configuración geométrica trans (Chilliard 
et al., 2000). Además, dado que la incorporación directa de ácidos grasos de cadena 
larga en la leche es un proceso energéticamente más eficiente que la síntesis de ácidos 
grasos de novo, la inclusión de ácidos grasos PUFA en la dieta de rumiantes podría ser 
una buena estrategia para disminuir los niveles de ciertos ácidos grasos saturados en la 
grasa láctea (C12:0, C14:0 y C16:0 principalmente), potencialmente asociados con el 
riesgo de enfermedades cardiovasculares (ver apartado 1.3.1).  
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1.2.2. Síntesis de ácidos grasos saturados de cadena impar y ramificados 
 
La grasa de leche de rumiantes se diferencia respecto a la de otros mamíferos, 
por la presencia de niveles destacados de ácidos grasos saturados impares y ramificados. 
Estos ácidos grasos son sintetizados mayoritariamente en la cavidad ruminal por la 
acción de enzimas bacterianas y son particularmente abundantes en leche de cabra 
(Alonso et al., 1999). Los mayores contenidos se observaron para el C15:0 y C17:0 así 
como para los isómeros ramificados de ambos y del C16:0 (iso C15:0, anteiso C15:0, 
iso C16:0, iso C17:0 y anteiso C17:0) (Tabla 1.3, página 8).  Aunque en conjunto sus 
niveles en grasa láctea están en torno al 4%, tienen interés porque se utilizan como 
herramienta de diagnóstico para determinar si existe un correcto funcionamiento de la 
cavidad ruminal y, en humanos, como indicadores de la ingesta de productos lácteos. 
Además, en comparación a sus homólogos no ramificados, presentan puntos de fusión 
más bajos, especialmente los anteisos, lo cual puede contribuir a mantener la fluidez de 
la grasa láctea (Vlaeminck et al., 2006).  
 
 
1.2.3. Origen de los ácidos grasos monoinsaturados en rumiantes 
 
En términos generales, los ácidos grasos insaturados de las grasas de origen 
vegetal y de la mayoría de origen animal poseen configuración cis. En grasa de leche, el 
cis-9 C18:1 es el ácido graso insaturado mayoritario (Tabla 1.3, página 8). Proviene 
directamente de la dieta de rumiantes así como de la desaturación del ácido esteárico, 
por medio de la enzima Δ-9 desaturasa, en la glándula mamaria (ver apartado 1.4.1.a). 
Los ácidos grasos trans también se encuentran de forma natural en alimentos derivados 
de rumiantes, como la carne, el queso o la leche, producidos por reacciones de 
isomerización de los PUFA de la dieta que tienen lugar en el rumen. Los dobles enlaces 
tipo cis producen acodaduras en la cadena alifática, formando un ángulo de 30º, a 
diferencia de la configuración trans que se asemeja a la forma extendida característica 
de las cadenas saturadas. 
 
La grasa láctea contiene entre 1-8% de ácidos grasos trans, siendo el trans-11 
C18:1 o ácido vacénico (VA) el isómero cuantitativamente más importante (Figura 
1.2A y 1.2B). En contraste, las grasas comestibles de origen industrial obtenidas por 
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hidrogenación pueden presentar niveles mayores de ácidos grasos trans y además un 
perfil isomérico diferente. En los procesos industriales de hidrogenación de grasas 
vegetales (con abundancia de dobles enlaces con geometría cis) se pueden generar 
ácidos grasos trans MUFA y PUFA. La isomerización aumenta el punto de fusión de 
los aceites vegetales y de pescado y por ello, son utilizados por la industria como 
ingredientes de productos de repostería y otros alimentos.  
 
Los aceites parcialmente hidrogenados pueden presentar niveles variados de 
ácidos grasos trans, alcanzándose cifras superiores al 10% del total de ácidos grasos. Su 
perfil isomérico sigue una distribución gaussiana con los contenidos más elevados para 
los isómeros trans-9, trans-10, trans-11 y trans-12 C18:1 (Figura 1.2D). No obstante, 
en los últimos años, las industrias elaboradoras de grasas hidrogenadas han mejorado 
los procesos tecnológicos y los niveles de ácidos grasos trans pueden ser 
considerablemente más bajos. 
 
Figura 1.2: Distribución de los isómeros trans C18:1 en grasa láctea (A) caprina, (B) bovina, (C) humana 
y (D) vegetal hidrogenada. El eje de abcisas muestra la posición del doble enlace en la cadena 
hidrocarbonada.  
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Figura tomada de Shingfield et al. (2008a). 
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La composición de ácidos grasos trans C18:1 en la leche humana (Figura 1.2C) 
simula una mezcla de ambos perfiles, probablemente como consecuencia de la ingesta 
de grasas derivadas tanto de rumiantes como de alimentos que contienen ingredientes de 
origen industrial.    
 
 
1.2.4. Síntesis de CLA en rumiantes 
 
Otro grupo de ácidos grasos que se encuentran de forma natural en la grasa de 
leche de rumiantes y que ha suscitado un interés creciente en las últimas décadas (ver 
apartado  1.3.3), es el CLA. El acrónimo CLA es un término que engloba una mezcla de 
isómeros posicionales y geométricos del ácido linoleico con los dobles enlaces 
conjugados en distintas posiciones de la molécula. Numerosos estudios han demostrado 
la existencia de una gran variedad de moléculas de CLA en grasa láctea, fruto de las 
distintas combinaciones de isómeros posicionales (6-8, 7-9, 8-10, 9-11, 10-12, 11-13, 
12-14, 13-15) y geométricos (cis-trans, trans-cis, cis-cis, trans-trans) (Tabla 1.4). 
 
Tabla 1.4: Intervalos de variación de isómeros del ácido linoleico conjugado en grasa de leche de vaca, 
oveja y cabra  (% del total de CLA). (c = cis y t = trans). 
 
Isómero Vaca a Oveja b Cabra c 
trans-12, trans-14 1,5-2,6 1,3-3,5 0,2-0,5 
trans-11, trans-13 2,6-4,6 1,2-5,1 0,7-1,5 
trans-10, trans-12 1,0-1,5 1,2-1,8 0,5-1,4 
trans-9, trans-11 2,3-3,5 1,1-2,0 1,7-2,6 
trans-8, trans-10 0,4-0,9 1,0-1,4 0,5-0,8 
trans-7, trans-9 0,9-1,1 0,5-0,6 0,4-0,6 
11-13 (c,t / t,c) 2,0-7,5 0,8-4,2 0,3-0,8 
10-12 (c,t / t,c) 0,7-1,8 0,3-0,4 0,6-0,8 
9-11 (c,t / t,c) 76,7-80,7 76,5-82,4 81,8-85,9 
7-9 (c,t / t,c) 1,9-5,8 3,3-9,7 6,6-8,0 
 
Datos tomados de a Kraft et al. (2003); b Luna et al. (2005a)  y  c Luna et al. (2008a). 
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La mayoría de estos isómeros se encuentran, de forma natural y en pequeñas 
cantidades, en la grasa de alimentos derivados de rumiantes, fundamentalmente 
productos lácteos (Parodi, 2003; Cruz-Hernández et al., 2006). En leche, más del 70% 
del contenido en CLA (Tabla 1.4) se corresponde con el ácido graso cis-9, trans-11 
C18:2 al que se le atribuyen la mayoría de sus propiedades biológicas (ver apartado 
1.3.3) (Figura 1.3).  
 
Figura 1.3: Estructura química de trans-10, cis-12 C18:2 (A), ácido ruménico: cis-9, trans-11 C18:2 (B) 
y ácido linoleico: cis-9, cis-12 C18:2 (C). 
 
trans 
cis 
cis
trans
cis
cis
 
 
Figura adaptada de Bauman et al. (1999). 
 
 
El isómero cis-9, trans-11 C18:2 adoptó el nombre de ácido ruménico (RA) ya 
que inicialmente su origen se atribuyó casi exclusivamente a la biohidrogenación de los 
PUFA de la dieta (Kramer et al. 1998) por acción de enzimas de microorganismos 
presentes en la cavidad ruminal, entre los que Butyrivibrio fibrisolvens jugaría el papel 
más relevante (Kepler y Tove, 1967; Kim et al., 2000). El RA, junto a otros ácidos 
grasos trans MUFA, fundamentalmente VA, son los intermediarios más destacados del 
proceso de hidrogenación (Figura 1.4). El primer paso de esta ruta implica la 
isomerización del doble enlace en posición 12 del ácido linoleico que es transferido con 
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configuración trans al carbono 11 para dar lugar a RA. Esta etapa viene seguida de una 
rápida hidrogenación del enlace cis-9 para formar VA, y una segunda sobre el enlace 
trans-11 para dar lugar, finalmente, a ácido esteárico (C18:0). La última reacción de 
biohidrogenación tiene lugar gracias al concurso de un grupo de microorganismos 
diferentes a B. fibrisolvens (Jenkins et al., 2008). Este hecho junto a la gran estabilidad 
que posee la configuración del enlace trans-11 (Kraft et al., 2003), hacen de la 
conversión del VA a esteárico la etapa limitante de todo el proceso, lo cual podría 
provocar, bajo determinadas condiciones metabólicas, una acumulación de dicho ácido 
graso en el fluido post ruminal (Figura 1.4). 
 
Figura 1.4: Rutas principales de formación de cis-9, trans-11 C18:2 en el rumen y en la glándula 
mamaria de rumiantes. 
 
RUMEN
GLÁNDULA MAMARIA
Ácido Vacénico
Hidrogenasa
Isomerasa
Hidrogenasa
Ácido linoleico
Ácido Esteárico 
C18:0
Isomerasa
Hidrogenasa
Hidrogenasa
Ácido α-linolénico
cis-9 cis-12 cis-15 C18:3
Ácido oleico
Δ-9 desaturasa 
Δ-9 desaturasa 
Butyrivibrio fibrisolvens
cis-9 trans-11 cis-15 C18:3
trans-11 cis-15 C18:2
trans-11 C18:1
cis-9 cis-12 C18:2
CLA 
(ÁcidoRuménico)
cis-9 trans-11 C18:2
CLA 
(ÁcidoRuménico)
cis-9 trans-11 C18:2
cis-9 C18:1
 
 
Figura adaptada de Harfoot y Hazlewood (1997). 
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La enzima responsable de la conjugación de los dos dobles enlaces  (cis-9 y cis-
12) se ha identificado como una ácido linoleico isomerasa, que se encuentra ligada a la 
membrana bacteriana y que actúa tanto sobre el sistema dieno del ácido linoleico como 
del ácido α-linolénico (Kepler y Tove, 1967). La incubación de B. fibrisolvens en 
presencia de ácido α-linolénico como sustrato también produce VA. Sin embargo éste 
no se genera a partir de RA, sino de intermediarios distintos: cis-9, trans-11, cis-15 
C18:3 (Khanal y Dhiman, 2004) y trans-11, cis-15 C18:2 (Loor et al., 2004). Por 
último, la conversión de ácido esteárico a partir de VA sería idéntica a la vía enunciada 
para el ácido linoleico (Figura 1.4).  
 
Aunque la formación de RA a partir de ácido linoleico en el rumen por el 
mecanismo descrito parecía fuera de toda discusión, los contenidos de dicho isómero de 
CLA en la grasa de leche no se justificaban únicamente por su producción mediante esta 
vía. Griinari y Bauman (1999) sugirieron que el RA ruminal, formado durante la 
biohidrogenación, no era la única fuente de este ácido graso en leche. Estos autores 
postularon que el RA podría ser sintetizado también endógenamente, a partir de VA, por 
medio de la Δ-9 desaturasa, enzima con una actividad reconocida sobre el ácido 
esteárico en la glándula mamaria de rumiantes (Figura 1.4). Griinari et al. (2000) 
evaluaron la importancia de esta vía, midiendo en grasa de leche de vaca los cambios en 
los contenidos de RA que se producían tras realizar una infusión abomasal de VA. Tal 
infusión, que no se afecta por la biohidrogenación ruminal, generó aumentos 
significativos de RA en leche. Paralelamente, un segundo experimento de los mismos 
investigadores (Griinari et al., 2000) examinó los efectos de la adición postruminal de 
un aceite rico en ácido estercúlico en ganado vacuno. Este ácido, un potente inhibidor 
de la actividad de la enzima Δ-9 desaturasa, provocó una disminución de los contenidos 
de RA en grasa láctea. Fruto de ambos ensayos se valoró que la síntesis endógena 
contribuye, en casi dos terceras partes, a las concentraciones de RA encontradas en 
leche. Posteriormente, otros trabajos (Lock y Garnsworthy, 2002; Piperova et al., 2002) 
han aportado cifras más altas, documentándose incluso que la totalidad de RA en grasa 
de leche podría ser de origen endógeno (Kay et al., 2004). Es evidente que existe una 
relación muy estrecha entre los contenidos en VA y RA, que aunque hasta ahora sólo 
está plenamente demostrada en ganado vacuno, probablemente es extensiva al resto de 
rumiantes pese a la falta de datos experimentales referidos a otras especies. 
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Aunque la investigación desarrollada en torno al origen del RA es muy 
abundante, hay menos estudios sobre otros isómeros de CLA. Este hecho no es ajeno a 
que la mayoría de ellos se encuentra en pequeñas proporciones en la grasa de leche y su 
significado biológico aún no ha sido esclarecido. El trans-7, cis-9 C18:2 es 
cuantitativamente el segundo isómero más importante, constituyendo entre el 2 y el 10 
% del total de los isómeros de CLA en grasa de origen lácteo (Yurawecz et al., 1998; 
Palmquist et al., 2005). Corl et al. (2002) observaron que su síntesis es casi 
exclusivamente endógena, por un mecanismo similar al RA, a partir del trans-7 C18:1 
generado en el rumen. 
 
El hecho de que existan otras moléculas trans C18:1 en leche de rumiantes 
indujo a pensar en la existencia de otras actividades enzimáticas cis-trans isomerasas de 
las bacterias ruminales, que contribuirían a producir un amplio espectro de isómeros de 
CLA (Tabla 1.4). Sin embargo, las vías de formación de estos ácidos grasos están aún 
lejos de ser elucidadas.  
 
Se ha observado también que algunas dietas suplementadas con PUFA, raciones 
bajas en fibra o el empleo de antibióticos producen un aumento de los ácidos grasos 
trans-10 C18:1 y trans-10, cis-12 C18:2 en leche. Estas mismas dietas suelen estar 
asociadas a una disminución del contenido de grasa en leche (Bauman et al., 2006; 
Shingfield y Griinari, 2007). Esto condujo a Griinari y Bauman (1999) a proponer una 
vía metabólica alternativa (Figura 1.5). En dicha ruta, la primera etapa del proceso de 
biohidrogenación del ácido linoleico sería su transformación en trans-10, cis-12 C18:2 a 
través de la enzima cis-9 trans-10 isomerasa. Posteriormente, el isómero de CLA se 
hidrogenaría a trans-10 C18:1 y finalmente a ácido esteárico. Esta vía alternativa 
(Figura 1.5) implicaría el concurso de microorganismos diferentes a B. fibrisolvens, 
como por ejemplo Megasphaera elsdenii (Kim et al., 2002; Klieve et al., 2003; Jenkins 
et al., 2008).  
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Figura 1.5: Ruta alternativa de biohidrogenación del ácido linoleico y α-linolénico en el rumen. 
 
RUMEN
trans-10 cis-12 C18:2
CLA
GLÁNDULA MAMARIA
9-cis 12-cis C18:2
Isomerasa Isomerasa
Hidrogenasa
Hidrogenasa
Hidrogenasa
α-linolénicoÁcido
Hidrogenasa
Ácido Esteárico 
C18:0
Δ-9 desaturasa
Ácido linoleico
cis-9 cis-12 C18:2cis-9 cis-12 cis-15 C18:3
Megasphaera elsdenii
CLAtrans-10 cis-12 cis-15 C18:3
trans-10 cis-15 C18:2
trans-10 C18:1
Ácido oleico
cis-9 C18:1
trans-10 cis-12 C18:2
 
Figura adaptada de Griinari y Bauman (1999).   
 
 
 
1.3. LÍPIDOS LÁCTEOS Y SALUD  
 
La grasa influye de forma relevante en las características físicas y organolépticas 
de los alimentos. Sin embargo, durante estos últimos años se ha creado una corriente de 
opinión poco proclive al consumo de grasa de origen lácteo por la presencia en la 
misma de ácidos grasos saturados, MUFA con configuración trans y colesterol, 
compuestos cuyo consumo aparece generalmente asociado al aumento del riesgo de 
enfermedades cardiovasculares. Este deterioro en la imagen de la grasa de la leche se ha 
traducido en una tendencia creciente del consumo de productos desnatados durante la 
última década (FIL-IDF, 2008). 
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Frente a esta corriente de opinión, distintos estudios científicos no sólo han 
puesto en duda los efectos perjudiciales  para la salud de la ingesta de grasa láctea, sino 
que han presentado evidencias de signo contrario (Lock y Bauman, 2004; Parodi, 2006 
y 2009; German et al., 2009). Por ello, resulta alarmante que estadísticas recientes 
llevadas a cabo en la población española estimen que el 35% de los niños y jóvenes de 
nuestro país consumen leche y lácteos por debajo de los niveles recomendados para este 
grupo de edad (Tabla 1.5); situación que se extiende al 40% de la población adulta entre 
25 y 60 años, y hasta el 60% en las personas mayores de 65 años (Aranceta y Serra, 
2005). 
 
Tabla 1.5. Raciones diarias recomendadas y equivalencias de diversos productos lácteos. 
 
3-4Deportistas
2-4Mayores
3-4Embarazo-lactancia, Menopausia
2-3Adultos
3-4Adolescentes
2-3Escolares
Raciones de 
lácteosGrupos de población
Una ración equivale a:
Leche: 200-250 mL (aproximadamente un vaso de leche),
Yogur: 125 g (cantidad contenida en un envase comercial),
Leche fermentada: 100-125 g,
Cuajada: 125 g,
Queso fresco o tipo petit: 30-55 g,
Queso semicurado o curado: 15-30 g,
Queso seco rallado: 20-30 g (2 cucharadas soperas),
Helado: 200 g (taza y media),
Quesitos: 2 porciones (40 g),
Postre lácteo: 200 g (aproximadamente 1 envase),  
 
Datos tomados de la Federación Nacional de Industrias Lácteas (FENIL). Campaña productos lácteos: 
insustituibles (2007-2010). 
 
 
Por otra parte, a la hora de establecer los potenciales efectos beneficiosos o 
perjudiciales de la grasa de leche en la salud humana, resulta imprescindible diferenciar 
entre las distintas clases de lípidos que la componen. 
 
 
1.3.1. Ácidos grasos saturados   
 
La asociación entre ingesta de ácidos grasos saturados e incremento del riesgo 
de enfermedades cardiovasculares ha sido apoyada por distintos estudios clínicos y 
epidemiológicos durante las últimas décadas. De hecho, el efecto hipercolesterolémico 
de los ácidos grasos saturados de 12, 14 y 16 átomos de carbono es  conocido desde 
hace más de 40 años (Keys et al., 1965; Hegsted et al., 1965). Esta relación, sin 
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embargo, parece mucho más compleja de lo que pueda deducirse de la simple acción de 
algunos ácidos grasos. Trabajos de investigación recientes han revelado que resultaría 
más importante mantener un buen equilibrio entre los distintos grupos de ácidos grasos 
de la ingesta que los potenciales efectos beneficiosos o perjudiciales que algunos de 
ellos pudieran ejercer de forma individual (Renaud y Lanzmann-Petithory, 2001; 
Parodi, 2006; Shingfield et al., 2008a). En esta línea, algunos estudios han apuntado que 
aquellos ácidos grasos que se consideran hipercolesterolémicos (láurico, mirístico y 
palmítico) podrían tener incluso efectos positivos en una dieta que presente niveles 
moderados de los mismos (Poppitt et al., 2002; Dabadie et al., 2005). 
 
 Por otro lado, hay que destacar también que ciertos ácidos grasos saturados 
presentes en grasa láctea podrían ejercer efectos positivos en la salud humana. Los de 
cadena corta y media (C4:0-C10:0) son empleados como fuente de energía rápida, por 
lo que tienen baja tendencia a acumularse en tejido adiposo (Molkentin, 2000). El 
principal exponente de esta fracción es el ácido butírico al que se le han atribuido 
propiedades antitumorales, concretamente en la prevención de cáncer de colon 
(Williams et al., 2003). Los ácidos caproico (C6:0), caprílico (C8:0) y cáprico (C10:0) 
también podrían resultar beneficiosos para la salud por poseer actividad antiviral y 
antimicrobiana, no habiéndose documentado efectos negativos de los mismos sobre los 
niveles de colesterol en sangre (German y Dillard, 2006). Además, en leche, estos 
ácidos grasos se encuentran mayoritariamente situados en las posiciones sn-1 y sn-3 del 
triglicérido, lo que los hace más susceptibles a la acción de las lipasas humanas y 
facilita su liberación al tracto digestivo y posterior absorción por el torrente sanguíneo.   
 
El ácido esteárico, que es desaturado más rápidamente que otros ácidos grasos, 
es considerado neutro desde la perspectiva de la salud humana, aunque por su 
metabolismo puede resultar tan efectivo para reducir el colesterol plasmático como el 
ácido oleico (Grundy, 1994; Mensink, 2005). También han despertado gran interés los 
ácidos grasos saturados impares y ramificados, especialmente el iso C15:0  y el iso 
C16:0, por sus potenciales propiedades anticarcinogénicas observadas en experimentos 
in vitro (Yang et al., 2000; Wongtangtintharn et al., 2004).  
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1.3.2. Ácidos grasos trans   
 
Los ácidos grasos trans-monoenos octadecanoicos (trans C18:1) podrían influir 
desfavorablemente en la relación de colesterol LDL/HDL en el suero sanguíneo 
(Mensink y Katan, 1990; Chen et al., 2007) y por tanto, el riesgo de padecer 
enfermedades coronarias por su ingesta podría ser incluso mayor que el producido por 
los ácidos grasos saturados (Mensink et al., 2003; Mozaffarian et al., 2006). Sin 
embargo, hay cada vez más evidencias científicas de que los incrementos de colesterol 
LDL en la sangre son dependientes del isómero trans C18:1 que sea considerado (Lock 
et al., 2005b; Malpuech-Brugère et al., 2009). Por este motivo resulta fundamental 
incidir en la procedencia de los ácidos grasos trans ya que los perfiles, según sean de 
origen industrial o natural, pueden ser muy diferentes. 
 
Como se mencionó en secciones precedentes, el perfil de ácidos grasos trans de 
la grasa láctea se caracteriza por presentar un contenido superior al 40% de VA mientras 
que los niveles individuales del resto de los isómeros trans C18:1 no superan el 10% 
(Figura 1.2, página 12). Existen estudios que apuntan que los ácidos grasos trans 
procedentes de la grasa de leche podrían no contribuir a aumentar los riesgos 
cardiovasculares (Chardigny et al., 2008). De hecho, dado que el VA puede 
transformase en RA, como se expuso en el apartado 1.2.4, la inclusión de grasa láctea 
en una dieta equilibrada podría resultar más beneficiosa que perjudicial. En esta línea, 
se han asociado a leches enriquecidas en VA y RA efectos anticarcinogénicos y 
antiaterogénicos (Lock et al., 2005a; Bauman y Lock, 2006; Shingfield et al., 2008a). 
Por otra parte, Tyburczy et al. (2009) demostraron en modelos animales que la 
incorporación de VA y trans-9 C18:1 a la dieta no influye de forma desfavorable en los 
parámetros hipercolesterolémicos. En definitiva, resulta necesario llevar a cabo una 
mayor investigación en este ámbito que permita esclarecer los posibles efectos 
negativos de los distintos isómeros trans MUFA en la salud de los consumidores. 
 
 
 
 
 
 
 
 21
1. Introducción 
 
1.3.3. Ácido linoleico conjugado 
 
La investigación desarrollada en torno al CLA ha experimentado un crecimiento 
exponencial (http://fri.wisc.edu/clarefs.htm) desde que Pariza et al. (1979) le 
atribuyeron propiedades anticarcinogénicas. Otros potenciales efectos beneficiosos del 
CLA para la salud humana provienen de sus propiedades antiarterioescleróticas y 
antidiabéticas, su capacidad para disminuir la grasa corporal, favorecer la absorción de 
calcio y  mejorar la respuesta inmunitaria (Tabla 1.6). Aunque la mayor parte de los 
estudios se han llevado a cabo con mezclas sintéticas equimoleculares de cis-9, trans-11 
y trans-10, cis-12 C18:2, estos efectos han sido atribuidos casi exclusivamente al RA, 
pese a que otros isómeros de CLA presentes en pequeñas cantidades en grasa láctea 
podrían estar asociados con diversos efectos biológicos (Pariza, 1999).   
 
El isómero trans-10, cis-12 C18:2, que presenta niveles muy bajos en grasa de 
leche (menos del 1% sobre el total de CLA), ha alcanzado una gran relevancia por 
favorecer la pérdida de peso corporal (Park et al., 1999; Pariza, 2004; Simón et al., 
2006), pero podría estar asociado al incremento de resistencia a la insulina plasmática 
en ciertas patologías (Wahle et al., 2004; Khanal y Dhiman, 2004) (Tabla 1.6). Desde el 
punto de vista fisiológico también han suscitado interés los isómeros cis-9, cis-11 C18:2 
(Tanmahasamut et al., 2004) y trans-9, trans-11 C18:2 (Lai et al., 2005) por su efecto 
inhibidor sobre el crecimiento de líneas celulares tumorales.  
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Tabla 1.6. Efectos atribuidos al ácido linoleico conjugado (CLA). 
 
Efecto  Tipo de 
Experimento 
Molécula Referencias  
1- Anticarcinogénico In vitro  CLA Durgam y Fernandes, 1997; O´Shea et al., 2000; Miller et al., 2001; Palombo et 
al., 2002; Chujo et al., 2003; Moon et al., 2003; Tanmahasamut et al., 2004; 
Ochoa et al., 2004; Lai et al., 2005; Wang et al., 2005; Kuniyasu et al., 2006; 
Amarù y Field, 2009. 
 Modelos animales CLA Ip et al., 1991; Liew et al., 1995; Visonneau et al., 1997; Cesano et al., 1998; Park 
et al., 2001 y 2004; Masso-Welch et al., 2002; Cohen et al., 2003; Kim y Park, 
2003; Soel et al., 2007. 
2- Modulador del sistema inmune In vitro CLA Iwakiri et al., 2002; Yu et al., 2002; Eder et al., 2003; Cheng et al., 2004; Jaudszus 
et al., 2005; Nakamura y Omaye, 2009. 
 Modelos animales CLA Yang y Cook, 2003; Changhua et al., 2005; Jaudszus et al., 2008; Corino et al., 
2009. 
 Humanos  CLA Tricon et al., 2004a; Song et al., 2005; Turpeinen et al., 2008; Aryaeian et al., 
2009. 
3- Antiarterioesclerótico Modelos animales CLA Lee et al., 1994; Nicolosi et al., 1997; Kritchevsky et al., 2000 y 2004; Mitchell y 
McLeod, 2008. 
  cis-9, trans-11 CLA Valeille et al., 2004, 2005 y 2006. 
 Humanos CLA Noone et al., 2002; Moloney et al., 2004. 
  cis-9, trans-11 CLA Tricon et al., 2004b; Tholstrup et al., 2008. 
4- Favorecer la mineralización ósea In vitro CLA Cusack et al., 2005; Platt et al., 2007; Platt y El-Sohemy, 2009. 
 Modelos animales  Kelly et al., 2003; Kelly y Cashman, 2004; Banu et al., 2008; Park et al., 2008a; 
Roy et al., 2008. 
 Humanos   Brownbill et al., 2005. 
5- Antidiabético Modelos animales CLA Houseknecht et al., 1998; Ryder et al., 2001. 
6- Disminuir la grasa corporal  Modelos animales CLA Park et al., 1997; DeLany y West, 2000; Tsuboyama-Kasaoka et al., 2000; Park et 
al., 2007a. 
  trans-10, cis-12 CLA Park et al., 1999; Kang et al., 2004; Simón et al., 2006. 
 Humanos CLA Blankson et al., 2000; Mougios et al., 2001; Risérus et al., 2001; Thom et al., 
2001; Gaullier et al., 2004 y 2005; Whigham et al., 2007; Park et al., 2008b. 
7- Aumentar la resistencia a la 
insulina plasmática 
Modelos animales CLA Choi et al., 2004 Ohashi et al., 2004;  Wargent et al., 2005; Zhou et al., 2008. 
 Humanos CLA Moloney et al., 2004; Ahren et al., 2009. 
8- Antihipertensivo  Modelos animales CLA Nagao et al., 2003; Inoue et al., 2004. 
 Humanos  CLA Herrera et al., 2006; Zhao et al., 2009. 
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1.3.4. Ácidos grasos poliinsaturados  
 
Linoleico y α-linolénico se consideran ácidos grasos esenciales porque el 
organismo humano no es capaz de sintetizarlos y sólo pueden ser obtenidos de la dieta. 
Estos ácidos grasos son los precursores de  otros PUFA de mayor longitud de cadena 
(20 y 22 átomos de carbono) y grado de instauración pertenecientes a  las familias 
omega-6 y omega-3 que se sintetizan en el organismo a través de la acción de distintas 
elongasas y desaturasas (Figura 1.6). Estos PUFA omega-3 y omega-6 son 
constituyentes de los fosfolípidos y resultan imprescindibles para mantener la fluidez de 
las membranas celulares. Además, desde el punto de vista metabólico, son los 
principales precursores en la síntesis de eicosanoides, sustancias con acción similar a la 
de las hormonas. 
 
Figura 1.6: Metabolismo de los ácidos grasos poliinsaturados omega-3, omega-6 y omega-9 en humanos. 
 
DIETA
Ácido α-linolénico
C18:3 ω-3
Ácido linoleico
C18:2 ω-6
Ácido oleico
C18:1 ω-9
C18:4 ω-3
C20:4 ω-3
C20:5 ω-3
C22:5 ω-3
C22:6 ω-3
Serie omega-3
C18:3 ω-6
C20:3 ω-6
C20:4 ω-6
C22:4 ω-6
C22:5 ω-6
Serie omega-6
C18:2 ω-9
C20:2 ω-9
C20:3 ω-9
C22:3 ω-9
C22:4 ω-9
Serie omega-9
desaturasa
elongasa
desaturasa
elongasa
desaturasa
Síntesis endógena
Síntesis de 
eicosanoides
 
 
Figura adaptada de Mataix y Gil (2004). 
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Las familias de ácidos grasos omega-3 y omega-6, durante los procesos de 
síntesis de PUFA de mayor longitud de cadena y grado de insaturación, compiten por 
las mismas elongasas y desaturasas (Figura 1.6). Por dicho motivo resulta sumamente 
importante mantener en nuestros hábitos alimenticios un equilibrio entre ambas series 
de ácidos grasos. Se ha documentado que la relación ideal entre los ácidos grasos 
omega-6 y omega-3 para poder prevenir enfermedades cardiovasculares debe ser igual o 
menor a 4:1 (Simopoulos, 2008). La grasa láctea posee valores en torno a 5:1 (Tabla 
1.2, página 7), muy inferiores a otros alimentos, que hacen de la leche y sus derivados 
un grupo alimentario recomendable desde el  punto de vista nutricional. Por el contrario 
se ha detectado que en la dieta occidental, con un consumo importante de aceites de 
semillas, sobre todo girasol, esta relación alcanza niveles cercanos a 25:1, muy lejos de 
los valores recomendados (Mataix y Gil, 2004). 
 
El interés de los investigadores por los ácidos grasos omega-3 data de los años 
70, cuando diversos estudios relacionaron la ingesta habitual de pescado azul, rico en 
PUFA omega-3 de cadena larga (C20:5, ácido eicosapentaenoico, EPA y C22:6, ácido 
docosahexaenoico, DHA), con una menor incidencia de enfermedades coronarias en 
comparación con poblaciones que tenían un bajo consumo de dicho alimento (Sri 
Kantha, 1987). Estos ácidos grasos omega-3 han mostrado efectividad en la prevención 
y el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, hipertensión, diabetes, artritis y 
cáncer (Li et al., 2003; Shahidi, 2008). Además están implicados en el desarrollo del 
sistema nervioso, del cerebro y de la retina por lo que la necesidad de ingerir las 
cantidades adecuadas de los mismos se hace indispensable no sólo durante la época 
adulta sino durante la gestación, lactancia e infancia (Shahidi, 2008). Sin embargo las 
cantidades de PUFA omega-3 presentes en la grasa láctea son bajas y, como se expuso 
en el apartado 1.2, sólo el ácido α-linolénico se encuentra de forma natural en la leche. 
Este hecho hace que la industria láctea haya empezado a comercializar productos 
enriquecidos en ácidos grasos omega-3 con alegaciones nutricionales que aluden a sus 
propiedades saludables.  
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1.3.5. Fosfolípidos  
 
La esfingomielina es el fosfolípido presente en grasa láctea que ha atraído mayor 
interés de la comunidad científica por sus potenciales efectos beneficiosos para la salud, 
hasta el punto de que se ha propuesto la utilización de la membrana del glóbulo graso 
como nutraceútico (German y Dillard, 2006). La esfingomielina está relacionada con 
dos metabolitos biológicamente activos, la ceramida y la esfingosina, que intervienen en 
la transmisión de señales que controlan el crecimiento, la diferenciación y la muerte 
celular. Estudios basados en cultivos celulares y animales de experimentación han 
documentado que estos componentes podrían tener propiedades anticancerígenas, 
especialmente en etapas incipientes del desarrollo de cáncer de colon (Schmelz et al., 
1996; Lemonnier et al., 2003), y estarían capacitados para reducir la relación de 
colesterol LDL/HDL en el suero sanguíneo (Imaizumi et al., 1992; Kobayashi et al., 
1997). 
 
 
 
1.4. ALTERNATIVAS PARA AUMENTAR LOS NIVELES DE LOS 
COMPONENTES BIOACTIVOS DE LA GRASA LÁCTEA  
 
1.4.1. Modificación del contenido de CLA en la grasa de leche 
 
Los contenidos de CLA en productos lácteos se ven influidos por una serie de 
factores que pueden ser agrupados bajo tres categorías: fisiológicos o genéticos 
atribuibles al propio animal, causas ligadas a los procesos tecnológicos de elaboración 
de los diferentes productos lácteos y modificaciones producidas por la dieta del ganado, 
tema sobre el que versa la presente Tesis. 
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a) Factores de origen animal  
 
El perfil de ácidos grasos puede diferir no sólo según la especie de rumiante 
(Tablas 1.2 y 1.3, páginas 7 y 8) sino entre razas e individuos dentro de una misma raza. 
A la hora de diseñar un experimento para aumentar los contenidos de VA y RA en la 
leche de rumiantes o establecer comparaciones, hay que tener en cuenta factores tan 
dispares como la población microbiana presente en el tracto digestivo, la actividad 
enzimática de la Δ-9 desaturasa en la glándula mamaria, el rendimiento lechero o la 
producción de grasa láctea (Bauman y Lock, 2006).   
 
La actividad de la enzima Δ-9 desaturasa es el factor genético que se ha 
investigado más en los últimos años (Palmquist et al., 2005). Un aumento de dicha 
actividad siempre significaría un mayor contenido de cis-MUFA a expensas de una 
disminución de los ácidos grasos saturados, lo que redundaría en la mejora nutricional 
de la grasa láctea. La enzima Δ-9 desaturasa es particularmente activa en el tejido 
adiposo y en la glándula mamaria, y su actividad no se limita únicamente a la 
conversión de ácido esteárico a ácido oleico, sino que también cataliza la formación de 
RA a partir de VA, como se expuso en el apartado 1.2.4. Además interviene en la 
desaturación del enlace en posición 9 de los ácidos miristoleico (cis-9 C14:1) y 
palmitoleico (cis-9 C16:1) a partir de sus sustratos saturados, los ácidos grasos mirístico 
y palmítico. Como índice de actividad de la enzima Δ-9 desaturasa se vienen utilizando 
las relaciones RA/VA, cis-9 C18:1/C18:0, cis-9 C16:1/C16:0 y cis-9 C14:1/C14:0 en 
leche. De todas ellas, la última resulta la más fiable ya que el ácido miristoleico 
incorporado a la leche se genera casi exclusivamente por síntesis endógena a partir de 
ácido mirístico (en más de un 95%), en contrate con el resto de ácidos grasos cis-9 
MUFA que pueden proceder también de la dieta (Griinari et al., 2000). Actualmente 
existe una gran controversia sobre el mecanismo que regula la actividad de la enzima Δ-
9 desaturasa. Se ha observado que  puede ser muy diferente entre dos animales de la 
misma raza y que las variaciones entre individuos pueden llegar a duplicar o triplicar el 
contenido de RA en grasa de leche (Bauman et al., 2003).  
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b) Factores asociados a procesos tecnológicos  
 
Los efectos de los procesos tecnológicos como calentamiento, conservación, 
maduración o cualquier procedimiento de transformación de la leche en otro producto 
lácteo como queso o yogur sobre el contenido de CLA, han sido estudiados en detalle 
(Dhiman et al., 2005; Collomb et al., 2006; Luna, 2006). 
 
Los primeros trabajos llevados a cabo en leches y productos lácteos 
fermentados, principalmente quesos, observaron una gran variabilidad en las 
concentraciones de CLA, y la influencia del procesado de la leche en tales resultados 
fue objeto de fuerte controversia. Algunos estudios (Werner et al., 1992; García-López 
et al., 1994) atribuyeron los incrementos de los niveles de CLA durante el proceso de 
elaboración de quesos al calentamiento previo de la leche. Parodi (2003) sugirió que 
algunas bacterias empleadas en la elaboración de quesos podrían contener isomerasas 
capaces de catalizar la conversión del ácido linoleico a CLA. Ha et al. (1989) 
propusieron, por otra parte, que la oxidación del ácido linoleico durante las etapas de 
procesado y maduración del queso, podría ser una vía para el aumento de CLA.  
 
Más recientemente, otros autores han minimizado la influencia del procesado y 
maduración sobre las concentraciones de CLA (Gnädig et al., 2004; Ryhänen et al., 
2005; Luna et al., 2005b y 2007). La mayoría de tales estudios coincide en que la 
concentración final de RA en productos lácteos elaborados se debe principalmente al 
contenido inicial en leche cruda antes de ser sometida a cualquier manipulación. Estos 
trabajos también resaltan que los cambios provocados por los procesos de elaboración o 
fabricación de productos lácteos sobre los niveles de CLA son pequeños si se comparan 
con las grandes variaciones inducidas por la modificación de la dieta del ganado o con  
los factores fisiológicos individuales que regulan la síntesis de RA a partir de VA en 
animales rumiantes, a los que se aludía en el apartado anterior.  
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c) Factores relacionados con la dieta 
 
La modificación de la dieta basal del ganado y sobretodo la suplementación 
lipídica de la misma, son las vías más empleadas para modificar el perfil de ácidos 
grasos de la leche y han sido objeto de estudios exhaustivos (Stanton et al., 2003; 
Bauman et al., 2006; Shingfield et al., 2008a). 
 
Los regímenes alimenticios basados en el empleo de concentrados, propios de 
prácticas ganaderas intensivas, suelen dar lugar a contenidos más bajos de RA en la 
grasa láctea que aquellos otros donde es habitual la alternancia entre estabulación y 
pasto libre durante las diferentes estaciones del año. Dietas con una baja relación 
forraje:concentrado disminuyen la hidrogenación de los ácidos grasos trans 
monoenoicos a ácido esteárico y aumentan los niveles de trans-10 C18:1 y otros ácidos 
grasos trans MUFA (Piperova et al., 2002). Este cambio en el metabolismo ruminal 
estaría asociado a una disminución en el pH (Kalscheur et al., 1997; Fuentes et al., 
2009) y a la proliferación de bacterias implicadas en las rutas de biohidrogenación 
alternativas (Figura 1.5, página 18). Es probable que una de las claves para conseguir 
niveles óptimos de CLA con rumiantes en lactación resida en mantener estable el 
funcionamiento del rumen mediante un consumo adecuado de forraje de alta calidad. 
 
La grasa es una materia prima esencial en los modernos programas de 
alimentación para rumiantes de alta productividad, especialmente para animales en 
lactación, debido a su gran aporte energético. Sin embargo, la inclusión de grasas en la 
dieta puede ser utilizada no sólo para aumentar la entrada de energía, sino también para 
afectar el metabolismo ruminal, modificar el reparto de nutrientes y mejorar el perfil 
nutricional de los ácidos grasos de la grasa láctea. En esta línea, con objeto de aumentar 
los contenidos de CLA y otros PUFA, se han ensayado distintos suplementos lipídicos 
en la dieta de rumiantes, en especial semillas o aceites de oleaginosas y de pescado. 
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c.1. Inclusión en la dieta de suplementos de origen vegetal 
 
El efecto que producen los suplementos lipídicos basados en aceites o semillas 
vegetales depende tanto del tipo de sustrato suministrado como de la forma en la que se 
adiciona. Entre los diferentes suplementos lipídicos de origen vegetal los que provocan 
un mayor aumento en los contenidos de VA y RA son aquellos que son ricos en ácido 
linoleico y α-linolénico (Stanton et al., 2003; Khanal y Olson, 2004). Ambos ácidos 
grasos son el sustrato idóneo para que aumenten los niveles de ácidos trans C18:1 en el 
rumen (Figura 1.4, página 15) y consecuentemente se acumule una mayor cantidad de 
VA en el líquido post ruminal (Bauman et al., 2001).  
 
Un examen más detallado, en ganado vacuno, ha permitido comprobar que 
aquellos aceites ricos en ácido linoleico (Tabla 1.7) son los más efectivos (Kelly et al., 
1998a; Dhiman et al., 2000; Lock y Garnsworthy, 2002). Esto es debido a que la 
suplementación con ácido linoleico favorece la formación de RA mediante dos vías: 
biohidrogenación en el rumen del propio ácido linoleico y desaturación de VA en la 
glándula mamaria, mientras que el ácido α-linolénico únicamente contribuye a los 
niveles de RA por síntesis endógena a partir de VA (Figura 1.4, página 15). 
 
 
Tabla 1.7. Composición en ácidos grasos de distintos aceites de origen vegetal (% del total de ácidos grasos). 
 
0,36,7131,2253,315,7Relación ω-6/ω-3
71,859,866,077,310,0Σ Poliinsaturados
18,524,222,413,973,8Σ Monoinsaturados
10,015,712,89,115,3Σ Saturados
0,50,91,62,20,9C≥20
55,07,80,50,30,6C18:3Linolénico
16,852,165,676,09,4C18:2Linoleico
18,423,922,113,472,5C18:1Oleico
3,43,94,52,32,6C18:0Esteárico
0,10,20,10,10,8C16:1Palmitoleico
6,110,86,46,112,1C16:0Palmítico
-0,10,1--C14:0Mirístico
--0,5--C<14
LINOSOJAGIRASOLCÁRTAMOOLIVAÁcido Graso (%)
 
 
Datos tomados de Dubois et al. (2007).  
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La forma de incorporación de los sustratos lipídicos, como se ha indicado 
anteriormente, puede también influir en los niveles de VA y RA que son incorporados a 
la grasa láctea. Estudios realizados en ganado vacuno han apuntado que las semillas 
procesadas (en forma extrusionada, micronizada, molida, calentada, etc.) generan 
mayores aumentos en los contenidos de CLA en leche que aquellas que se ofrecen 
intactas, probablemente porque los triglicéridos son más accesibles a los 
microorganismos responsables de la biohidrogenación (Chouinard et al., 1997 y 2001; 
Chilliard et al., 2009; Doreau et al., 2009). De la misma forma, en bovino, se ha 
comprobado que el aceite en forma libre es siempre más efectivo que la adición de 
semillas, por la mayor disponibilidad de los ácidos grasos a la microflora de la cavidad 
ruminal (Lock y Bauman, 2004).   
 
A la hora de utilizar suplementos de origen vegetal en la alimentación de 
rumiantes, también es importante conocer la cantidad de PUFA que puede ser 
adicionada sin que aparezcan efectos adversos en la población microbiana del rumen o 
sobre la eficacia productiva del ganado. Los suplementos lipídicos están restringidos en 
bovino a niveles menores del 7% en materia seca, pero el uso de semillas o de aceites 
protegidos permite superar este nivel al resultar menos agresivos fisiológicamente 
(Bauman y Lock, 2006). 
 
 
c.2. Incorporación de suplementos de origen marino  
 
Otra alternativa nutricional para aumentar los niveles de CLA en la grasa de la 
leche es inhibir el último paso de biohidrogenación en el rumen de los PUFA de origen 
vegetal (Figura 1.4, página 15). La conversión de VA a ácido esteárico, como se expuso 
anteriormente, tiene lugar por un grupo de bacterias diferentes a B. fibrisolvens entre las 
que destaca el género Fusocillus (Kemp et al., 1984). Cambios en el medio ambiente 
ruminal podrían afectar la proliferación de dichas bacterias suprimiendo la actividad de 
sus hidrogenasas. De esa manera se favorecería un flujo post ruminal rico en VA capaz 
de aumentar la síntesis endógena de CLA (Griinari y Bauman, 1999). Distintos trabajos 
han documentado que los suplementos lipídicos de origen marino son los más idóneos 
para inducir estos cambios (Shingfield et al., 2003; Stanton et al., 2003; Palmquist et 
al., 2005; AbuGhazaleh et al., 2009). Estudios in vitro demostraron que el ácido graso 
 31
1. Introducción 
 
DHA, presente en aceite de pescado y algas, inhibe la reducción de VA a ácido 
esteárico y también podría impedir la reducción completa de otros ácidos grasos trans 
C18:1 (AbuGhazaleh y Jenkins, 2004).  
 
Las grasas marinas pueden ser tan eficaces como los aceites de oleaginosas para 
mejorar los contenidos de CLA en leche de vaca (Donovan et al., 2000; AbuGhazaleh et 
al., 2003 y 2007). Ofrecen además como valor añadido el incremento de los niveles de 
los PUFA omega-3 de cadena larga. Sin embargo, la utilización de dichos suplementos 
tiene como contrapartida que su ingesta se relaciona con un descenso en la producción 
láctea y con una disminución del contenido de grasa en leche (Griinari y Bauman, 
2006). En todo caso, para mantener los niveles deseados de VA en el rumen es 
necesario incluir en la dieta una fuente de su precursor (ácido linoleico) que promueva 
la  ruta convencional de biohidrogenación descrita en la Figura 1.4 (página 15). 
Whitlock et al. (2002 y 2006) estudiaron en ganado vacuno el efecto de la 
suplementación con una combinación de semilla de soja y aceite de pescado, 
observando que el aumento de CLA era mayor con la mezcla que con los suplementos 
administrados por separado. De todas formas, se hace necesaria una mayor 
investigación en este campo que permita aportar datos de interés para esclarecer las 
posibles diferencias entre especies de rumiantes.  
 
 
1.4.2. Aumento de los niveles PUFA omega-3 en grasa láctea 
 
Como se expuso anteriormente (apartado 1.3.4), la grasa de leche de rumiantes 
presenta niveles muy bajos de ácido α-linolénico (omega-3 de cadena corta) y 
prácticamente nulos de PUFA omega-3 de cadena larga (Tablas 1.2 y 1.3, páginas 7 y 
8). Las estrategias nutricionales dirigidas a ganado vacuno que han tenido más éxito 
para conseguir mayores contenidos en ácido α-linolénico en la leche han sido la 
alimentación con pasto y la suplementación de la dieta con semilla o aceite de lino. Por 
otra parte, también se ha estudiado el efecto de la adición de aceites de pescado o 
microalgas en la dieta de los animales, con objeto de aumentar los niveles de PUFA 
omega-3 de cadena larga en la grasa láctea bovina.  
 
 
 32 
1. Introducción 
a) PUFA omega-3 de cadena corta 
  
El pasto es la principal fuente de ácido α-linolénico de la dieta y su utilización 
en ganado vacuno puede llegar a triplicar los niveles de RA en leche (Kelly et al., 
1998b; Dhiman et al., 1999). Sin embargo, la alimentación del ganado en régimen 
extensivo está estrechamente relacionada con bajos niveles de producción láctea, 
limitando el beneficio que se pudiera obtener por la mejora de los niveles de CLA y 
ácidos grasos omega-3. El contenido en ácido α-linolénico en la leche es mayor cuanto 
más fresco es el pasto por lo que sus niveles se ven influidos de manera decisiva por las 
condiciones climatológicas y las variaciones estacionales (Cabiddu et al., 2005). Los 
niveles máximos de CLA en leche de vaca se detectan en primavera cuando el pasto es 
más verde y abundante (Collomb et al., 2004) y si éste se utiliza para fabricar ensilados 
o heno seco los contenidos de VA y RA en leche bovina disminuyen  (Boufaïed et al., 
2003). Tales resultados no pueden explicarse únicamente con la composición en ácidos 
grasos del forraje y se cree que el pasto presenta otros componentes adicionales que 
estimulan la producción de VA cuando está fresco y lo disminuyen cuando madura 
(Lock y Bauman, 2004). Estos compuestos podrían inhibir la biohidrogenación 
completa de VA a ácido esteárico de la misma forma que el DHA (Bauman y Lock, 
2006). 
 
Aparte del pasto, sólo la semilla de lino suministra niveles altos de ácido α-
linolénico en la dieta (más del 50%, ver Tabla 1.7, página 30). De hecho numerosos 
estudios en ganado bovino (Collomb et al., 2004; Akraim et al., 2007; Flowers et al., 
2008; Fuentes et al., 2008; Chilliard et al., 2009) y ovino (Luna et al., 2005d,  2008b; 
Zhang et al., 2006; Mele et al., 2007) han documentado aumentos de este PUFA 
omega-3 en leche de animales alimentados con dietas suplementadas con dicho sustrato 
lipídico. Se ha observado además que el nivel de ácido α-linolénico incorporado a la 
leche es mayor cuanto menor es la proporción de concentrado en la dieta base (Loor et 
al., 2005a). Sin embargo la mayoría de los estudios llevados a cabo con raciones que 
incorporaban semilla de lino, presentaron incrementos de ácido α-linolénico moderados, 
no alcanzándose contenidos superiores al 1,2% del total de ácidos grasos en la leche 
(Fuentes, 2009). Además existe el riesgo de que niveles altos de este suplemento 
lipídico en la dieta afecten a la producción de leche del ganado (Deaville et al., 2004; 
Gonthier et al., 2005).  
 33
1. Introducción 
 
b) PUFA omega-3 de cadena larga 
 
La ingesta recomendada de ácidos grasos omega-3 EPA y DHA (200-500 
mg/diarios, EFSA, 2005) puede alcanzarse consumiendo diariamente alrededor de 50 g 
de pescado azul, pero muchas personas no ingieren tal cantidad y para satisfacer los 
requerimientos aconsejados precisarían recurrir a alimentos enriquecidos. Una estrategia 
empleada para mejorar las características nutricionales de la leche, como ya se 
mencionó en el apartado 1.1, consiste en la separación de la grasa láctea y su posterior 
sustitución por aceites vegetales o grasas enriquecidas en ácidos grasos omega-3 (Luna 
et al., 2004). Así se consigue modificar su composición, con un descenso de los ácidos 
grasos saturados a expensas de un aumento de los MUFA y PUFA, muy favorable desde 
el punto de vista funcional. En la actualidad ya se comercializan en esta línea, derivados 
lácteos enriquecidos en omega-3, con niveles de EPA y DHA que pueden alcanzar los 
110 mg por ración, y el abanico de productos que presentan alegaciones nutricionales 
relacionadas con los PUFA omega-3 es muy amplio: margarinas, aceites, galletas, 
aceitunas, huevos, cárnicos, etc (Shahidi, 2008).  
 
Con objeto de incrementar los niveles de EPA y DHA de forma natural en la 
grasa láctea, como se expuso anteriormente (apartado c.2, página 31), han surgido 
numerosos trabajos de investigación que analizan el efecto de la inclusión de 
suplementos de origen marino en la dieta de ganado vacuno (Jones et al., 2005; Lynch 
et al., 2005; Allred et al., 2006; Castañeda-Gutiérrez et al., 2007; AbuGhazaleh et al., 
2009). Esta práctica ganadera no pareció afectar de forma notable la calidad 
organoléptica final de los productos lácteos (Baer et al., 2001; Ramaswamy et al., 2001;  
Nelson y Martini, 2009). Sin embargo, debido a que los niveles de EPA y DHA 
incorporados a la grasa de leche son muy bajos y que estos sustratos lipídicos tienen un 
coste muy elevado, su interés práctico resulta limitado para ser empleado de forma 
efectiva en explotaciones ganaderas.  
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1.5. LA LECHE DE OVEJA 
La producción de leche de oveja a nivel mundial, aproximadamente 9 millones 
de toneladas (FIL-IDF, 2008), es muy inferior a la de vaca en términos cuantitativos 
pero tiene una gran importancia económica en áreas mediterráneas y de Oriente Medio 
(Juárez y Ramos, 2003). La cuarta parte de la producción de leche ovina se obtiene en 
cinco estados de la Unión Europea y España es el tercer productor con 350.000 
toneladas, el equivalente a casi un 20% del total. Por delante se encuentran otros dos 
países mediterráneos, Italia y Grecia (35% y 30% respectivamente), y por detrás Francia 
(10%) y Portugal (5%). La producción española se encuentra muy localizada en tres 
grandes áreas geográficas, cada una de ellas ligada a una raza ovina. En primer lugar 
Castilla y León produce casi el 70% del total nacional y tradicionalmente sus razas 
lecheras son la Churra y la Castellana. Castilla-La Mancha con el 20% está muy ligada a 
la raza Manchega, y el País Vasco y Navarra, con un 7%, están unidas a las razas Latxa 
y Carranzana. Cabe citar también una raza originaria de Alemania y Holanda, la Frisona 
alemana o Milchschaf, que utilizaron los israelitas para obtener la raza Assaf mediante 
cruzamiento con Awassi y que últimamente está desplazando a las razas autóctonas de 
nuestro país por su mayor capacidad productora. 
La leche de oveja es más rica en nutrientes que la leche de vaca y presenta un 
buen balance entre las proteínas, la grasa y los carbohidratos, presentes en proporciones 
comparables. Los contenidos de grasa en leche ovina, con valores en torno al 6%, son 
superiores al resto de las especies de rumiantes y por ello es el sustrato idóneo para la 
fabricación de productos lácteos, como los quesos. Prácticamente la totalidad de la leche 
de oveja se emplea en la fabricación de quesos, un mercado con una media de 
crecimiento anual del 2,5 %, y con casi la mitad de la producción procedente de la 
Unión Europea (Figura 1.7) (FIL-IDF, 2008). Además, los quesos fabricados en España 
a partir de leche ovina son cada vez más reconocidos en los mercados internacionales 
por la creciente tendencia al consumo de productos naturales y artesanales de calidad.  
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Figura 1.7: Distribución de la producción de queso a nivel mundial (millones de toneladas). 
 
Resto
Comunidad de Estados Independientes
América Latina
Oceanía
Estados Unidos
Europa
Producción mundial de queso
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
Año
7,2 7,5 7,7 7,7 7,9 8,0 8,2 8,3
4,4 4,4 4,6 4,6 4,7 4,9 5,1 5,2
13,4 14,1
14,6 14,7 15,8
16,4 16,9
17,2
 
Figura tomada de FIL-IDF (2008).  
 
La composición de la leche de oveja puede verse afectada por factores genéticos, 
fisiológicos y ambientales, siendo la raza el más decisivo (Juárez y Ramos, 2003). Las 
ovejas seleccionadas genéticamente, que comúnmente se encuentran en explotaciones 
ganaderas, suelen producir mayor cantidad de leche aunque con un contenido más bajo 
de sólidos totales. Por su parte, la grasa muestra más variabilidad entre las distintas 
razas que las proteínas. Otro factor que debe ser considerado es el estado de lactación. 
El calostro tiene un nivel alto de grasa (10,7-17,2%) y proteínas (7,1-19,5%), con 
porcentajes elevados de inmunoglobulinas, y bajo en lactosa (1,6-4,0%). El nivel de 
grasa y de proteínas en la leche desciende durante las primeras semanas que siguen al 
parto, y después aumenta gradualmente hasta el final de la lactación, a la vez que el 
rendimiento en leche disminuye. Otros factores que influyen en la composición de la 
leche de oveja son la dieta, tema principal de esta Tesis, la salud de los animales, la 
estación, el número de ordeños y la técnica de manejo aplicada (Chilliard y Ferlay, 
2004). 
La alimentación del ganado, como se ha expuesto anteriormente en vacuno, tiene 
una gran influencia en la producción y en la composición en ácidos grasos de la leche. 
Las ovejas deben recibir los alimentos suficientes para mantener su peso y producir una 
leche de calidad. Cualquier desequilibrio alimenticio incide en la cantidad y calidad de 
la leche, en la reproducción y en una menor resistencia a las enfermedades. Los cambios 
en las raciones deben hacerse lentamente porque la flora microbiana ruminal está 
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preparada para digerir un tipo de alimento y la readaptación a otro tipo de dieta es un 
proceso lento que dura de 15 a 20 días. Por lo general, en España la alimentación del 
ganado ovino sigue un sistema semiextensivo mediante el aprovechamiento de pastos 
naturales y otros recursos, con posterior suplementación a base de concentrados. A 
medida que el rebaño se especializa más en producción lechera, las explotaciones 
siguen un programa más intensivo en las propias instalaciones. 
Los factores que afectan a la composición en ácidos grasos de la leche de oveja 
han sido revisados por varios autores (Pulina et al., 2006; Sanz Sampelayo et al., 2007; 
Park et al., 2007b) y en estos trabajos se hace referencia a la limitada bibliografía 
existente. De forma similar a la grasa láctea bovina, los ácidos grasos mayoritarios son 
el palmítico, oleico, mirístico y esteárico. Sin embargo, los niveles de ácidos grasos de 
cadena corta y media, especialmente el ácido caproico, caprílico y cáprico, que 
potencian las características organolépticas de los productos elaborados, son 
significativamente superiores en la leche de oveja (Park et al., 2007b) (Tabla 1.3, página 
8). Asimismo, la grasa de leche ovina es, en general, la que presenta los niveles más 
altos de CLA total si se compara con otros animales rumiantes (Jahreis et al., 1999; 
Khanal y Olson, 2004; Tsiplakou y Zervas, 2008). Esta composición característica de la 
leche de oveja la convierte en una materia prima muy atractiva desde el punto de vista 
científico, dejando a un lado el interés económico que la fabricación de quesos genera 
en la industria láctea.  
Por último se ha observado, en contraposición a lo descrito en leche bovina, que 
los contenidos en grasa láctea de pequeños rumiantes no disminuyen cuando la dieta se 
suplementa con aceites vegetales ricos en PUFA (Chilliard et al., 2003; Chilliard y 
Ferlay, 2004; Sanz-Sampelayo et al., 2007). Estos indicios ponen en duda que la 
velocidad de digestión y los efectos producidos por distintos suplementos lipídicos sean 
similares en vaca y oveja. Por ello algunos grupos de investigación se han interesado 
recientemente por el ganado ovino, y el número de trabajos en esta área ha comenzado a 
aumentar de forma considerable. 
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1.6. ASPECTOS ANALÍTICOS PARA LA DETERMINACIÓN DE ÁCIDOS 
GRASOS EN GRASA DE LECHE  
 
La identificación y cuantificación de los ácidos grasos de la grasa de leche, sobre 
todo los isómeros trans, CLA y PUFA resulta cada vez más importante para poder 
determinar el potencial impacto que el consumo de productos lácteos pudiera tener en la 
salud. Por ello, paralelamente a la investigación dirigida a mejorar la composición de la 
grasa láctea, la atención prestada a los aspectos analíticos se ha incrementado 
notablemente en los últimos años.  
 
 
1.6.1. Extracción de la grasa de leche 
 
Las primeras técnicas utilizadas para la separación de la grasa de leche estaban 
basadas en la utilización de disolventes orgánicos como cloroformo y metanol en 
distintas proporciones (Folch et al., 1957; Bligh y Dyer, 1959). Posteriormente se 
sustituyó alguno de estos reactivos por otros de menor toxicidad. En la actualidad, el 
procedimiento de referencia normalizado por la Federación Internacional de Lechería 
(FIL-IDF) para una gran variedad de sustratos lácteos (ISO-IDF, 2001) utiliza una 
mezcla de éter etílico y pentano, tras la digestión de la muestra con una solución de 
hidróxido amónico. Aunque la validez analítica de este procedimiento está plenamente 
contrastada, se trata de una técnica laboriosa que precisa mucha atención por parte del 
analista y el empleo de gran cantidad de reactivos. 
 
Para el tipo de estudios referidos anteriormente, se precisan procedimientos 
rápidos para separar la grasa láctea. Luna et al. (2005c) validaron un método de 
separación de la grasa de leche cruda sin disolventes, basado en el procedimiento de 
Feng et al. (2004), y que requiere únicamente dos centrifugaciones consecutivas a 
temperatura ambiente. Esta técnica resulta de interés para extraer la grasa láctea como 
método de rutina cuando es necesario analizar un número elevado de muestras. 
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1.6.2. Determinación de la composición en ácidos grasos de la grasa láctea 
 
a) Derivatización de los ácidos grasos  
 
La preparación de derivados volátiles para determinar el perfil de ácidos grasos 
es una etapa previa fundamental antes del análisis cromatográfico. El procedimiento 
más extendido en grasa láctea es la formación de ésteres metílicos (FAME). Los 
catalizadores más efectivos para la metilación de la grasa láctea son aquellos que tienen 
lugar en medio básico (Kramer et al., 1997). La transesterificación en medio ácido es 
desaconsejable porque puede provocar la isomerización de los ácidos grasos 
insaturados: favorece la conformación trans, más estable, así como la aparición de 
dimetilacetales y otros productos de reacción no deseados (Cruz-Hernández et al., 
2006). Por este motivo, el método recomendado por la ISO-FIL para la derivatización 
de la grasa de leche con bajos niveles de ácidos grasos libres, utiliza el hidróxido 
potásico en metanol como catalizador (ISO-IDF, 2002) que no provoca isomerizaciones.    
 
 
b) Análisis por Cromatografía de Gases (GC)   
 
El procedimiento más utilizado para determinar el perfil de ácidos grasos de la 
leche es la cromatografía de gases con detector de ionización de llama (GC-FID). La 
separación de los ácidos grasos se lleva a cabo en columnas capilares de 25 o más 
metros dotadas de alta capacidad de resolución. La CP-Sil 88 es la más recomendada 
por la elevada polaridad de su fase estacionaria, que permite resolver gran cantidad de 
ácidos grasos (Kramer et al., 2001b). La identificación de los FAME está basada en la 
comparación de los tiempos de retención de los distintos picos con patrones inyectados 
en idénticas condiciones cromatográficas. No obstante, dada la enorme variedad de 
ácidos grasos presentes en la grasa láctea, la escasa disponibilidad de patrones y los 
problemas de resolución y coelución asociados a los análisis cromatográficos, esta 
identificación tiene un carácter tentativo para una parte de los isómeros C18:1 y CLA. 
Por un lado, hay que tener en cuenta que sólo hay disponible comercialmente un 
número limitado de isómeros cis y trans C18:1 y por otro, que las mezclas 
comercializadas de CLA sólo incluyen 4 isómeros mayoritarios (trans-8, cis-10; cis-9, 
trans-11; trans-10, cis-12 y cis-11, trans 13). Respecto a la cuantificación, debido al 
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amplio intervalo de puntos de ebullición del conjunto de los ácidos grasos de la leche y 
a la elevada volatilidad de los FAME de cadena corta, se precisa el empleo de factores 
de respuesta (Kramer et al., 2001a). Para poder superar todas estas limitaciones y 
determinar de forma más completa el perfil lipídico de la grasa láctea se utilizan otras 
técnicas cromatográficas complementarias.  
 
Una herramienta muy valiosa en el análisis cualitativo de ácidos grasos es 
aquella que combina la elevada capacidad de resolución de las columnas capilares de 
gran longitud con la detección por espectrometría de masas (MS). La GC-MS es útil 
para evaluar si los picos encontrados en el cromatograma de GC pertenecen a 
componentes puros y ayuda a determinar la estructura molecular de los ácidos grasos si 
se utilizan los derivados apropiados. La GC-MS de impacto electrónico de los FAME 
permite determinar el peso molecular y el número de dobles enlaces de un ácido graso. 
Estos datos, unido al tiempo de retención cromatográfico, proporcionan información 
relevante para la caracterización de cada pico. Sin embargo, esta no suele ser suficiente 
para determinar la posición y geometría de los dobles enlaces ni para discriminar 
completamente entre isómeros de ácidos grasos insaturados. Para ello se han ensayado 
otros derivados cuyos espectros de masas suministran información estructural más 
completa. La utilización de ésteres de picolinilo o derivados de dimetiloxazolina 
(DMOX) (Figura 1.8), capaces de mantener la geometría y posición de los dobles 
enlaces de los ácidos grasos durante su paso por la cámara de ionización del detector de 
masas, supuso un avance en la caracterización de los PUFA y de los isómeros de CLA 
(Roach, 1999; Roach et al., 2002). A pesar de ello, la utilización de GC-MS de dichos 
derivados no permite discriminar entre los isómeros cis y trans.  
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Figura 1.8: Estructura química de los derivados empleados en la identificación de ácidos grasos por GC-
MS.     
FAME1
DMOX2
Ésteres de 
Picolinilo
 
 
1 Éster metílico de ácido graso. 2 Derivados de dimetiloxazolina.  
 
 
La GC acoplada a un detector de infrarrojos con transformada de Fourier (FTIR) 
puede ayudar a la determinación de la configuración geométrica de los dobles enlaces 
de los FAME. FTIR suministra información específica sobre la naturaleza de los grupos 
funcionales de las moléculas y se ha venido utilizando para determinar el contenido 
total de ácidos grasos trans C18:1 en distintos sustratos lipídicos (Azizian y Kramer, 
2006). GC-FTIR se ha revelado como un procedimiento útil para discriminar entre 
enlaces cis-cis, trans-trans y cis-trans/trans-cis en moléculas de CLA (Mossoba et al., 
2004). No obstante, esta técnica es costosa, y además no distingue entre las 
configuraciones cis-trans y trans-cis, por lo que la caracterización de estos isómeros de 
CLA debería ser resuelta por otros métodos.  
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c) Análisis por Espectrometría de Masas en Tandem tras Ionización Química del 
Acetonitrilo y Formación de Aductos Covalentes (CACI-MS/MS) 
 
Otra técnica instrumental, que podría contribuir a elucidar la estructura 
posicional y geométrica de los ácidos grasos con uno o más dobles enlaces, es la GC 
acoplada a un espectrómetro de masas en tandem equipado con un dispositivo de 
ionización química. Una de las principales ventajas de CACI-MS/MS es que está basada 
en el análisis de FAME y por tanto no precisa la preparación de otros derivados 
complejos, que durante su síntesis podrían alterar la estructura posicional y geométrica 
de los dobles enlaces de las moléculas (Michaud y Brenna, 2006). 
 
El análisis mediante CACI-MS/MS se divide en tres etapas: 
 
1. Ionización química del acetonitrilo. Generación del ión MIE (1-etenil-1-
metileniminio, m/z = 54) por autorreacción del acetonitrilo en la cámara de 
ionización química del espectrómetro de masas (Figura 1.9). 
 
Figura 1.9: Formación del ión MIE (1-etenil-1-metileniminio).  
 
MIE
 
 
Figura tomada de Brenna (2005). 
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2. Impacto del MIE contra los FAME y formación de iones característicos 
[M+54]+: Los iones MIE colisionan con los FAME para formar un aducto 
covalente. Si los dobles enlaces del ácido graso no están conjugados, se 
forma una estructura provista de un anillo de 4 miembros entre el MIE y el 
FAME. Si por el contrario los dobles enlaces son conjugados, como en el 
caso de los isómeros de CLA, se genera uno de 6 (Figura 1.10). De esta 
manera se obtiene el ión característico [M+54]+ (Brenna, 2005).  
 
Figura 1.10: Formación del ión de diagnóstico ω del trans-10, cis-12 CLA por CACI-MS/MS.  
[M+54]+
Ión ω  
 
Figura tomada de Brenna (2005). 
 
3. Aislamiento y fragmentación del ión [M+54]+: La última etapa del análisis 
por CACI-MS/MS es el aislamiento y posterior fragmentación del ión 
[M+54]+. La estructura del ión [M+54]+ puede romperse por la posición 
alílica (monoenos) o vinílica (polienos) del doble enlace y así proporciona 
dos nuevos iones de diagnóstico, α y ω (Figura 1.10). Los m/z de dichos 
iones permitirían determinar la posición de los dobles enlaces en la 
molécula, mientras su abundancia relativa puede posibilitar la asignación 
de la geometría de los mismos (Michaud et al., 2003) (Tabla 1.8). 
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Tabla 1.8: Abundancia relativa (α/ω) de los iones de diagnóstico α y ω para distintos isómeros 
posicionales de CLA determinada por CACI-MS/MS. 
 
 Isómero geométrico  
(Relación α/ω) 
Isómero posicional cis/trans trans/cis cis/cis trans/trans 
6,8 5,6 0,9 0,7 2,1 
7,9 10,0 0,3 1,1 3,1 
8,10 5,3 0,4 1,0 2,3 
9,11 4,9 0,1 2,4 2,1 
10,12 11,0 0,1 1,4 2,1 
11,13 6,8 0,2 3,2 1,9 
12,14 5,8 0,1 * 0,9 
 
* El isómero cis-12, cis-14 CLA no se resolvió cromatográfícamente. 
  
Datos tomados de Michaud et al., (2003).  
 
 
 En definitiva, CACI-MS/MS es un método que permitiría caracterizar 
completamente la estructura de cualquier isómero desconocido de CLA o PUFA 
presente en la grasa de leche. La sencillez del tratamiento previo de las muestras y los 
resultados tan fiables que proporciona esta técnica hacen del CACI-MS/MS uno de los 
métodos más efectivos y con más futuro en la identificación de los ácidos grasos. 
 
 
d) Cromatografía de ión plata (Ag+) o de Argentación 
 
La aplicación de la cromatografía por argentación o de ión plata (Ag+) ha 
supuesto un avance importante en el estudio de la grasa láctea, porque es capaz de 
proporcionar información complementaria a la obtenida por GC sobre el perfil de ácidos 
grasos. Se trata de una técnica cromatográfica que permite separar en distintas 
fracciones los ácidos grasos según la geometría de sus dobles enlaces (cis y trans). El 
fundamento de esta metodología se basa en la interacción reversible de los iones Ag+ de 
la fase estacionaria con los electrones π de los dobles enlaces presentes en las moléculas 
de los FAME insaturados. Las moléculas con geometría cis son más fuertemente 
retenidas que las que poseen configuración trans. Además, al aumentar el número de 
dobles enlaces de la molécula incrementa la afinidad de la misma por la fase 
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estacionaria.  En función del tipo de soporte que alberga dicha fase se distinguen varios 
tipos de cromatografía de argentación. Las más utilizadas en el análisis de grasa láctea 
son la cromatografía en capa fina (Ag+-TLC), la cromatografía de líquidos de alta 
eficacia (Ag+-HPLC) y, más recientemente, la extracción en fase sólida (Ag+-SPE).  
 
 
d.1. Cromatografía en Capa Fina con intercambiador de iones plata (Ag+-TLC) 
 
Tradicionalmente ha sido el procedimiento más utilizado para fraccionar los 
ácidos grasos cis de los trans (Christie, 1982). La separación se lleva a cabo en placas 
de vidrio o plástico con una capa de sílice impregnada con AgNO3 que constituye la 
fase estacionaria. Sobre esta superficie, y mediante la aplicación de distintas fases 
móviles, los FAME se resuelven en varias bandas en función de su configuración 
geométrica. Además los ácidos grasos trans se pueden cuantificar, con ayuda de un 
patrón interno, si las muestras se analizan por GC antes y después de la separación por 
Ag+-TLC.  
 
El empleo de esta técnica ha permitido resolver numerosos problemas de 
coelución que comúnmente se asocian a la GC, en especial aquellos casos en los que los 
FAME presentan distinto número de dobles enlaces o de configuración geométrica 
(Cruz-Hernández et al., 2006). Sin embargo se trata de un procedimiento laborioso que 
no es  fácilmente automatizable, lo que  hace que sea poco atractivo en estudios que 
precisen el análisis de gran número de muestras. 
 
 
d.2. Fraccionamiento por Extracción en Fase Sólida con intercambiador de iones 
plata (Ag+-SPE) 
 
La sustitución de las placas de separación por columnas de extracción en fase 
sólida con intercambiador de iones plata (Ag+-SPE) es una técnica más reciente, 
también complementaria a GC, y por su rapidez, llamada a reemplazar a la Ag+-TLC en 
el análisis de grasa láctea (Kramer et al., 2008; Luna et al., 2009). En ella, según los 
mismos principios que rigen en la Ag+-TLC, los FAME quedan retenidos en la fase 
estacionaria de los cartuchos de extracción. La elución de los diferentes grupos de  
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ácidos grasos se lleva a cabo con fases móviles basadas en distintas mezclas de 
hexano:acetona (Kramer et al., 2008). 
  
La aplicación más importante de esta técnica de fraccionamiento es la 
discriminación de los ácidos grasos cis y trans monoinsaturados, los cuales por GC 
eluyen en la misma zona cromatográfica. Una vez separados los FAME según la 
geometría de los dobles enlaces, cada una de las fracciones individuales y la grasa láctea 
sin fraccionar se analiza por GC. De este modo, se puede lograr un perfil completo de 
los C18:1 MUFA presentes en la grasa de leche (Figura 1.11).  
 
Figura 1.11: Cromatogramas de la zona C18:1 (GC-FID) de los FAME de una grasa láctea y sus 
correspondientes fracciones cis y trans separadas previamente por Ag+-SPE. 
 
Ag+-SPE
9c
11c
13c
12c
Fracción cis
Fracción trans
14c
11t
10t
6-8t
9t
16t
13t + 14t
12t
15t
C18:0
Tiempo (min)56.00 60.00 64.00 68.00 72.00 76.00
11t
10t
9t
6-8t
12t
9c
C18:1
15t + 11c
13c
16t + 14c
12c
C18:2
 
 
Figura adaptada de Luna et al. (2009). 
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d.3. Cromatografía de Líquidos de Alta Eficacia con intercambiador de iones 
plata (Ag+-HPLC) 
 
Otra técnica instrumental complementaria a GC que resulta muy útil para 
determinar de forma directa los isómeros de CLA, es la cromatografía de líquidos de 
alta eficacia (Ag+-HPLC). Sehat et al. (1998) la aplicaron por primera vez a grasa 
láctea, basándose en trabajos previos de Adlof (1997). En menos de 10 años se ha 
consolidado junto a GC como el método más utilizado en el análisis de FAME con 
dienos conjugados. Ag+-HPLC se basa en los mismos principios que las técnicas 
descritas anteriormente, donde los ácidos grasos se separan en función del número y la 
geometría de los dobles enlaces de cada molécula. El empleo de Ag+-HPLC con 
columnas empaquetadas de 25 cm de longitud y 5 μm de tamaño de partícula ha 
mejorado notablemente la resolución de los isómeros. 
 
Aunque se han llevado a cabo análisis con hasta seis columnas en serie (Sehat et 
al., 1999), la mayoría de los isómeros de CLA pueden resolverse con sólo tres. La fase 
móvil que comúnmente se emplea es hexano con 0,1% de acetonitrilo y 0,5% de 
dietiléter (o metil terc-butil éter) (v/v) a una temperatura de elución de 30°C (Cruz-
Hernández et al., 2004; Kramer et al., 2004; Luna et al., 2005a). En estas condiciones 
eluyen en primer lugar los isómeros trans-trans, seguidos de los cis-trans/trans-cis y 
finalmente de los cis-cis (Figura 1.12). Los FAME de CLA son detectados 
selectivamente en el espectro UV ya que los dienos conjugados absorben a la longitud 
de onda característica de 233 nm. Esta gran selectividad evita la interferencia de otros 
ácidos grasos y facilita su cuantificación. 
 
Una de las limitaciones de esta técnica es la baja reproducibilidad de los tiempos 
de retención entre inyecciones. La identidad de los isómeros de CLA se puede 
determinar co-inyectando material de referencia, obtenido de fuentes comerciales o por 
isomerización con I2 (Eulitz et al., 1999), con las muestras. Otra opción sería añadir 
tolueno a cada muestra problema, lo cual permitiría hacer una estimación del volumen 
muerto y calcular los volúmenes de retención relativos de cada isómero de CLA 
(Delmonte et al., 2004).   
 
 
 47
1. Introducción 
 
Figura 1.12: Cromatogramas por Ag+-HPLC de los ésteres metílicos de distintos isómeros posicionales 
(del 6-8 al 13-15) de CLA sintetizados químicamente. (c = cis y t = trans). 
 
Volumen de retención relativo
0,3 0,8 1,3 1,8
 
 
Figura tomada de Delmonte et al. (2005). 
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2. Objetivo y Plan de Trabajo 
 
 
 
La leche y los productos lácteos son una de las fuentes de aporte de lípidos en 
nuestra alimentación. Aunque la grasa de leche posee niveles altos de ácidos grasos 
saturados (C14:0 y C16:0 principalmente) también contiene otros que podrían tener 
efectos beneficiosos en la salud de los consumidores. Es bien conocido el papel 
preventivo de los ácidos grasos omega-3 en las enfermedades cardiovasculares, pero en 
los últimos años la grasa láctea ha despertado un gran interés por su contenido en  ácido 
linoleico conjugado (CLA) y sus potenciales propiedades anticarcinogénicas y 
antiarterioescleróticas. 
 
Distintos estudios han puesto de manifiesto la gran importancia de la dieta de los 
animales rumiantes en los contenidos de ácidos grasos saturados, omega-3 y CLA 
presentes en la grasa de leche. La mayoría de estos trabajos se han realizado en ganado 
bovino y la información disponible sobre leche de oveja es muy escasa. Por ello, el 
objetivo principal de esta Tesis es mejorar el perfil nutricional en ácidos grasos de la 
grasa láctea ovina de forma natural, mediante la suplementación de la dieta de los 
animales con distintas fuentes lipídicas y prestando especial atención a los siguientes 
aspectos parciales: 
 
1. Aumentar los niveles del ácido ruménico (RA, cis-9, trans-11 C18:2) y 
del ácido vacénico (VA, trans-11 C18:1), su precursor fisiológico en la glándula 
mamaria, en la leche de oveja. 
 
2. Incrementar los contenidos de ácidos grasos omega-3, esenciales en la 
dieta humana, en grasa láctea. 
 
3. Disminuir simultáneamente los ácidos grasos saturados, sin modificar el 
contenido de ácidos grasos trans-monoinsaturados que podrían ser perjudiciales 
para la salud. 
 
4. No afectar negativamente al rendimiento productivo del ganado. 
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5. Determinar los posibles efectos beneficiosos o adversos de una grasa rica 
en VA y RA o trans-10 C18:1 en modelos animales. 
 
6. Contrastar la aceptación organoléptica y la ausencia de modificaciones en 
la composición lipídica de quesos elaborados a partir de leche enriquecida en 
ácidos grasos saludables.  
 
7. Identificar los ácidos grasos minoritarios presentes en grasa láctea que 
pudieran ayudar a esclarecer el metabolismo lipídico, prestando especial 
atención a los intermediarios de la ruta de biohidrogenación del ácido α-
linolénico. 
 
 
Para llevar a cabo los objetivos, el plan de trabajo propuesto es el que se indica a 
continuación: 
 
1. Estudio de la influencia, sobre el  perfil en ácidos grasos de la leche, de la 
adición a la dieta ovina de un suplemento graso rico en ácidos grasos 
monoinsaturados, mediante la incorporación de aceite de oliva en las raciones. 
 
2. Evaluación de la suplementación de la dieta de ovejas lecheras con una 
fuente lipídica rica en ácido linoleico, aceite de soja, para mejorar las 
características nutricionales de la grasa de la leche. 
 
3. Determinación del efecto, sobre el contenido de ácidos grasos saludables  
de la leche, de la inclusión en la dieta ovina de suplementos ricos en ácidos 
grasos omega-3 de cadena corta (semilla de lino) y larga (aceite de pescado). 
 
4. Valoración de las potenciales ventajas que ofrece la alimentación en 
régimen extensivo frente a la explotación intensiva en la calidad nutricional de la 
grasa de leche de oveja.  
 
5. Elaboración y posterior estudio de quesos fabricados con la leche que 
presente la composición en ácidos grasos más saludable. 
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6. Valoración en modelos animales de los posibles riesgos toxicológicos de 
grasas de leche enriquecidas en trans-10 C18:1 y de las potenciales ventajas de 
la grasa láctea con altos contenidos en VA y RA.  
 
7. Caracterización en grasa láctea de intermediarios de biohidrogenación 
del ácido α-linolénico mediante el empleo de distintas técnicas cromatográficas.  
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Artículo 1: 
P. Gómez-Cortés, P. Frutos, A.R. Mantecón, M. Juárez, M.A. de la Fuente y 
G. Hervás.  
Addition of Olive Oil to Dairy Ewe Diets: Effect on 
Milk Fatty Acid Profile and Animal Performance 
Journal of Dairy Science. 2008. 91:3119-3127. 

INCORPORACIÓN DE ACEITE DE OLIVA EN LA DIETA OVINA: EFECTO SOBRE EL PERFIL DE 
ÁCIDOS GRASOS DE LA GRASA LÁCTEA Y EL RENDIMIENTO PRODUCTIVO 
 
El objetivo de este trabajo fue valorar el efecto de la incorporación de niveles altos de aceite de 
oliva en forma libre sobre el perfil de ácidos grasos de la grasa de leche de oveja y el rendimiento 
productivo. Para ello 24 ovejas de raza Assaf se alimentaron durante 28 días con una dieta control (dos 
grupos de seis animales) y otra suplementada con 6% de aceite de oliva (dos grupos de seis animales). 
Se utilizaron técnicas cromatográficas (GC y Ag+-HPLC) para determinar la composición de ácidos grasos 
de la grasa láctea a 0, 7, 14 21 y 28 días. Asimismo se registraron semanalmente la ingesta de alimento, 
el rendimiento y la composición de la leche. 
  
La dieta suplementada con aceite de oliva dio lugar a cambios positivos en la composición en 
ácidos grasos, con un descenso en el contenido de los ácidos C12:0, C14:0 y C16:0 y un notable 
aumento de C18:0 y cis-9 C18:1. Este resultado cabe atribuirlo a la entrada en la glándula mamaria de 
cantidades elevadas de ácido esteárico, procedente de la hidrogenación en el rumen del ácido oleico y de 
este mismo ácido incluido en la dieta. Ambos competirían por la esterificación en los triglicéridos con los 
ácidos grasos saturados producidos por síntesis de novo en la glándula mamaría. 
 
Simultáneamente se produjo un aumento destacable en el contenido de ácidos grasos trans 
C18:1 monoinsaturados minoritarios, intermediarios producidos por isomerización del ácido oleico antes 
de la hidrogenación completa a ácido esteárico en el rumen.  
 
Entre los isómeros de CLA se observó un aumento significativo de trans-7 cis-9 y trans-9 cis-11 
C18:2, mientras que los porcentajes de cis-9 trans-11 C18:2 disminuyeron como consecuencia de la 
suplementación. El aumento del  trans-7 cis-9 C18:2 se justifica por su síntesis, casi exclusivamente de 
forma endógena, a partir del trans-7 C18:1 generado en el rumen. Los cambios en otros isómeros de CLA 
tendrían que ser atribuidos a modificaciones en las rutas de biohidrogenación ruminal como consecuencia 
de los altos niveles de concentrado y/o la alta suplementación lipídica.   
 
A pesar de los aspectos positivos derivados de la disminución de los ácidos grasos saturados y 
el incremento de los niveles de ácido oleico en la grasa de leche, el descenso de RA y sobre todo el 
aumento de distintos isómeros trans C18:1, principalmente trans-10, desaconsejan el empleo de esta 
dieta para  mejorar las características nutricionales de la grasa láctea. 
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ÁCIDO LINOLEICO CONJUGADO Y PRODUCCIÓN LECHERA EN OVEJAS ALIMENTADAS CON 
DIETAS ALTAMENTE SUPLEMENTADAS EN ACEITE DE SEMILLA DE SOJA 
 
La incorporación a la dieta de fuentes lipídicas ricas en ácido linoleico se ha demostrado, en 
ganado vacuno, como una estrategia efectiva para enriquecer la grasa de leche en CLA. Sin embargo, 
también se ha documentado que un exceso de aceite en forma libre en las raciones podría afectar a la 
eficacia productiva del ganado. El objetivo de este trabajo fue mejorar el perfil nutricional de la grasa de 
leche de oveja, mediante el incremento de ácidos grasos potencialmente saludables como el cis-9 trans-
11 C18:2, sin afectar al rendimiento ni a la composición lechera.  
 
Para cubrir este objetivo 24 ovejas fueron incluidas en dos tratamientos (dos lotes de 6 ovejas 
por tratamiento), uno control (forraje:concentrado 20:80) y otro suplementado con un 6% de aceite de 
semilla de soja, sustrato rico en ácido linoleico, durante un período de tres semanas. 
 
La incorporación a la dieta del aceite de semilla de soja se tradujo en una disminución de los 
ácidos grasos saturados de cadena par (C6:0 al C16:0), a expensas de un incremento en C18:0, de 
distintos isómeros de C18:1 y de CLA, todo ello sin una disminución significativa del rendimiento lechero. 
Las proporciones de cis-9 trans-11 C18:2 y trans-11 C18:1, su precursor en la glándula mamaría,  
aumentaron de 1.04 a 3.44  y de 2.08 a 6.20 g/100 g del total de ácidos grasos, respectivamente. Sin 
embargo, estas dietas generaban también niveles altos de trans-10 C18:1 y otros isómeros trans 
monoinsaturados, cuya incidencia desde el punto de vista nutricional plantea dudas. 
 
Por otra parte, se encontraron aumentos en los ácidos trans-10 cis-12 y trans-9 cis-11 C18:2, dos 
isómeros de CLA implicados en el síndrome de depresión de grasa en leche, en ganado bovino. Sin 
embargo, en este caso, no fueron acompañados por una caída en el contenido y en el rendimiento de 
grasa.  
 
Estos resultados demuestran que se puede mejorar notablemente los niveles de CLA en leche 
ovina sin afectar al rendimiento productivo del ganado, suplementando la dieta con altas concentraciones 
de aceite en forma libre. 
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CAMBIOS EN LA COMPOSICIÓN DE ÁCIDOS GRASOS DE LA LECHE Y EN LA EFICACIA 
PRODUCTIVA DEL GANADO EN RESPUESTA A LA INCORPORACIÓN DE ACEITE DE PESCADO, 
SÓLO O EN COMBINACIÓN CON ACEITE DE GIRASOL, EN LA DIETA OVINA 
 
La incorporación de sustratos lipídicos ricos en ácidos grasos omega-3 de cadena larga y ácido 
linoleico a la dieta de rumiantes, podría ser una buena estrategia para incrementar los niveles de 
componentes saludables de la grasa de leche. En este trabajo la dieta ovina se suplementó con aceite de 
pescado, sólo o en combinación con aceite de girasol, con el propósito de mejorar la calidad nutricional de 
la leche y evaluar su influencia en el rendimiento productivo. Para ello se utilizaron 64 ovejas, alimentadas 
con una relación forraje:concentrado 20:80 como dieta base, que se distribuyeron en 8 lotes de 8 
animales cada uno en cuatro tratamientos (dos por lote): sin suplementación lipídica (Control) y 
suplementados con 2% de aceite de girasol (SO), 1% de aceite de pescado (FO) y 2% de aceite de 
girasol más 1% de aceite de pescado (SOFO). El rendimiento productivo y la composición de ácidos 
grasos de la leche se registraron a los 0, 3, 7, 14, 21, y 28 días. 
 
Todos los suplementos lipídicos ensayados disminuyeron en leche los rendimientos en ácidos 
grasos saturados, desde el C6:0 al C16:0, mientras que las dietas FO y SOFO provocaron además un 
fuerte descenso en los contenidos de C18:0 y cis-9 C18:1, como consecuencia del efecto inhibidor  que el 
aceite de pescado ejerce sobre la conversión de VA a C18:0 en el rumen. Todos los tratamientos 
ensayados incrementaron los contenidos de RA y VA en leche, alcanzándose los niveles más altos 
(multiplicados por 4) con la dieta SOFO, a los siete días de suplementación. Sin embargo estos valores 
fueron transitorios y disminuyeron después de la primera semana, probablemente como consecuencia de 
cambios en las rutas de biohidrogenación. Este hecho provocó incrementos significativos en otros ácidos 
grasos trans C18:1, particularmente en el isómero trans-10. Los niveles de ácidos grasos omega-3 de 
cadena larga también aumentaron con  los tratamientos FO y SOFO, pero con un bajo nivel de 
transferencia de la dieta a la leche.  
 
El aceite de pescado, sólo o en presencia de aceite de girasol, provocó una disminución del 
contenido y del rendimiento de grasa en leche (Milk Fat Depression, MFD). Aunque los responsables de 
este síndrome no están completamente perfilados, de los resultados obtenidos en el presente trabajo 
podrían deducirse varios mecanismos. El primero estaría basado en el potencial efecto inhibidor que 
sobre la síntesis de grasa ejercerían ciertos ácidos grasos como el trans-10 C18:1 y trans-9 cis-11 C18:2, 
cuyos contenidos experimentaron un aumento significativo con las dietas FO y SOFO. El segundo estaría 
relacionado con la disminución de la síntesis de novo de ácidos grasos saturados de cadena corta y 
media, así como con el fuerte descenso de la producción de C18:0 en el rumen y la caída en la 
producción de cis-9 C18:1 en la glándula mamaría que ello acarrearía. Este cambio en el perfil lipídico de 
la leche implicaría una disminución de la secreción de grasa al objeto de mantener la fluidez de la misma 
en un intervalo fisiológico viable.  
 
Los resultados del trabajo permiten concluir que la incorporación de pequeñas cantidades de 
aceite de pescado en las raciones es una estrategia efectiva para aumentar los contenidos de CLA y 
ácidos omega-3 de cadena larga en la leche. Sin embargo, la disminución de la producción lechera y de 
los niveles de grasa de leche, que incidiría negativamente en el rendimiento en queso, así como el 
aumento de los contenidos de trans-10 C18:1, no aconsejan la utilización de este tipo de suplementación. 
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EVALUACIÓN DEL GRADO DE TOXICIDAD DE GRASAS LÁCTEAS ENRIQUECIDAS EN trans-10 
C18:1 Y EN UNA MEZCLA DE ÁCIDO VACÉNICO Y RUMÉNICO  
 
El propósito de esta experiencia fue valorar la toxicidad aguda de dos grasas lácteas, la primera 
(T10) enriquecida en trans-10 C18:1 (20% del total de ácidos grasos) y una segunda (T11-CLA) con 
contenidos muy altos de ácido vacénico y ruménico (14 y 4.8% del total de ácidos grasos, 
respectivamente). Ambas grasas se administraron en una dosis única  (2.000 mg/Kg de peso corporal) 
por vía oral a ratas.  
 
Tanto T10 como T11-CLA fueron bien toleradas por los animales y durante el período de 
observación (dos semanas) no se observaron ni efectos adversos ni mortalidad alguna. Si exceptuamos 
los niveles de lípidos plasmáticos, no se detectaron cambios significativos en parámetros histopatológicos, 
hematológicos y patológicos, así como en el peso de los distintos órganos corporales. En las ratas 
tratadas con T10 hubo un aumento en los niveles de triglicéridos plasmáticos en contraste con T11-CLA, 
que mostró una disminución significativa.  
 
La principal conclusión del trabajo es  que ambas grasas  muestran una baja toxicidad oral a la 
dosis suministrada. Sin embargo estos resultados también sugieren que el tratamiento T10 podría 
favorecer el aumento de triglicéridos en plasma, mientras que la presencia de ácido vacénico y ruménico 
en grasa de leche podría  incidir de forma positiva sobre ese parámetro. 
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EFECTOS DEL REFUERZO DE LA DIETA DE OVEJAS EN RÉGIMEN DE PASTOREO CON 
CONCENTRADO DE CEREALES SOBRE EL PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS Y LA PRODUCCIÓN 
LECHERA 
 
Aunque el perfil de ácidos grasos de la leche producida en régimen de pastoreo es generalmente 
reconocido como uno de los más favorables desde el punto de vista nutricional, esta práctica ganadera 
lleva generalmente asociada una productividad más baja de los animales. El objetivo principal de este 
trabajo fue valorar los efectos, sobre el perfil de ácidos grasos y el rendimiento productivo de leche de 
oveja, de la adición de un concentrado de cereales a una dieta basada en el consumo exclusivo de pasto. 
Para ello 90 ovejas fueron asignadas durante cinco semanas a tres tratamientos (tres lotes de 10 ovejas 
por tratamiento). El primero basado en una alimentación exclusiva a base de pasto, el segundo (PS) 
reforzando dicha dieta con grano de avena (700 g por animal y día) y el tercero representativo de un 
régimen intensivo (TMR) basado en una ración rica en concentrado (forraje:concentrado 20:80). 
 
Como cabía esperar, la producción más alta de leche se observó en ovejas alimentadas con 
TMR. Sin embargo, la suplementación del pasto con grano de avena fue en detrimento del rendimiento 
productivo y de la composición de la leche. El índice de aterogenicidad no fue diferente en las dos dietas 
basadas en pasto, pero resultó inferior al obtenido con la ración TMR (1.53 para Pasto, 1.54 para PS y 
3.22 para TMR). Por otra parte, mientras el tratamiento PS generó cantidades más altas de C18:0 y cis-9 
C18:1 en comparación con el tratamiento exclusivo a base de pasto, la presencia de grano de avena 
disminuyó significativamente los niveles de ácido α-linolénico y de la mayoría de sus intermediarios de 
biohidrogenación. El ácido ruménico y el ácido vacénico fueron más bajos en el tratamiento PS (0.58 y 
1.59 g/100 g del total de ácidos grasos) que en el  TMR (0.72 y 1.92 g/100 g del total de ácidos grasos) y 
estuvieron alejados de los valores alcanzados en leche de ovejas bajo régimen exclusivo de pastoreo 
(1.21 y 3.88 g/100 g del total de ácidos grasos). Además en esta última dieta se detectaron los niveles 
más bajos de trans-10 C18:1 y trans-10 cis-12 C18:2. Por tanto se puede concluir que cuando la calidad y 
la disponibilidad del pasto no limitan la producción de leche, la suplementación de la dieta ovina con grano 
de avena compromete un perfil saludable de ácidos grasos, sin redundar en una mejora del rendimiento 
productivo.  
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INFLUENCIA DE LA SUPLEMENTACIÓN CON DISTINTOS NIVELES DE SEMILLA EXTRUSIONADA 
DE LINO SOBRE EL PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS DE LECHE Y QUESO DE OVEJA 
 
El objetivo de este estudio fue valorar los efectos de una dieta suplementada con semilla 
extrusionada de lino sobre el perfil de ácidos grasos de leche de oveja, para la posterior producción de un 
queso tipo Manchego enriquecido simultáneamente en CLA y ácidos grasos omega-3. Para ello un 
rebaño de 300 ovejas se dividió en tres grupos que se alimentaron durante dos meses con  dietas 
(relación forraje:concentrado 60:40) suplementadas respectivamente con 0 (Control), 6 (LEL) y 12 (HEL) g 
de semilla extrusionada de lino por 100 g de materia seca. A los 0, 7, 14, 28, 45 y 60 días desde el 
comienzo de la suplementación se recogieron muestras de leche de gran mezcla y de 5 ovejas 
individuales de cada uno de los tres grupos de alimentación, para determinar la composición de la leche y 
el contenido en ácidos grasos.  
 
El rendimiento lechero aumentó como consecuencia de la suplementación lipídica y el contenido 
en proteínas, grasa y sólidos totales no se vio afectado negativamente.  
 
Los niveles de ácido α-linolénico se incrementaron desde 0.36 en la dieta Control hasta 1.91% en 
el tratamiento con 12% de semilla de lino. De igual forma las concentraciones de RA y VA aumentaron 
desde 0.73 y 1.55 hasta 2.33% y 5.76% respectivamente con la dieta HEL. No se observaron incrementos 
significativos de trans-10 C18:1 y trans-10 cis-12 C18:2. La suplementación con semilla extrusionada de 
lino favoreció también una caída en los contenidos de C12:0 (-30%), C14:0 (-15%) y C16:0 (-28%), 
disminuyendo de esta forma el índice de aterogenicidad de la grasa de leche.  
 
Por otra parte, la respuesta a la suplementación lipídica no decayó durante todo el período 
ensayado para los ácidos grasos mencionados, y el proceso de fabricación y maduración de quesos no 
modificó los perfiles lipídicos de la grasa láctea. Las características organolépticas de los quesos 
fabricados con leches enriquecidas en ácidos grasos omega-3 y CLA fueron similares a las de quesos 
Control.  
 
Por tanto la suplementación con semilla extrusionada de lino, en las cantidades ensayadas y con 
una dieta rica en forraje, se configura como una de las estrategias más útiles para mejorar la calidad 
nutricional de la grasa de productos lácteos fabricados con leche ovina. 
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CARACTERIZACIÓN DE cis-9 trans-11 trans-15 C18:3 EN GRASA DE LECHE POR 
CROMATOGRAFÍA DE GASES Y ESPECTROMETRÍA DE MASAS EN TANDEM TRAS IONIZACIÓN 
QUÍMICA DEL ACETONITRILO Y FORMACIÓN DE ADUCTOS COVALENTES  
 
La biohidrogenación del ácido α-linolénico presente en  la dieta de rumiantes genera distintos 
intermediarios que pueden ser transferidos posteriormente desde el tracto digestivo a la grasa de leche. El 
ácido rumelénico (cis-9 trans-11 cis-15 C18:3), producido por isomerización del enlace cis-12 a trans-11, 
ha sido caracterizado recientemente en leche de vaca. Sin embargo, la estructura de otros ácidos grasos 
producidos en menores cantidades en el curso de la biohidrogenación del ácido α-linolénico es todavía 
desconocida. 
  
El objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar un nuevo isómero del ácido 
octadecatrienoico presente en leche de ovejas alimentadas con dietas enriquecidas en ácido α-linolénico.  
 
El análisis por cromatografía de gases con detector de masas de impacto electrónico de los 
derivados dimetiloxazolina y de los ésteres de picolinilo de dicho ácido graso, permitió determinar la 
posición de los tres dobles enlaces de la molécula desconocida (9-11-15). La utilización de la 
espectrometría de masas en tandem tras ionización química del acetonitrilo y formación de aductos 
covalentes confirmó dicha estructura posicional, idéntica a la del ácido rumelénico, y ayudó a establecer la 
configuración geométrica de los dobles enlaces (cis-trans-trans). Este nuevo isómero C18:3 podría ser 
formado por isomerización del enlace cis-15 del ácido rumelénico y posteriormente ser convertido por 
biohidrogenación a  trans-11 trans-15 C18:2, un ácido octadecadienoico también detectado en este 
estudio.  
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El objetivo general de la presente Tesis es mejorar el perfil en ácidos grasos de 
la grasa de leche de oveja hacia uno más saludable, en la línea de una disminución de 
los ácidos grasos saturados e incremento de insaturados, incluido el CLA y los ácidos 
grasos omega-3. Entre las alternativas consideradas, la modificación de la dieta de los 
animales mediante suplementación con aceites o semillas ricas en ácidos grasos MUFA 
y PUFA es la que ha aportado resultados más interesantes desde el punto de vista 
nutricional y constituye el tema central de este trabajo.  
 
 
 
4.1. ADICIÓN DE ÁCIDOS GRASOS MONOINSATURADOS A LA DIETA 
OVINA 
 
La primera de las estrategias empleadas para mejorar las características 
nutricionales de la grasa láctea consistió en suplementar la dieta base de ovejas lecheras 
(relación forraje:concentrado 20:80) con niveles altos de aceite de oliva (6% en materia 
seca), sustrato muy rico en ácido oleico. La utilización de dosis tan altas de aceite en 
forma libre ha sido generalmente desaconsejada con objeto de evitar cambios en la 
actividad microbiana ruminal y no afectar al rendimiento lechero ni a la composición de 
la leche (Jenkins, 1993). Sin embargo estudios recientes en ganado ovino, alimentado 
con dietas suplementadas con niveles elevados de aceites ricos en ácido linoleico, no 
observaron cambios perjudiciales en dichos parámetros productivos  (Mele et al., 2006; 
Hervás et al., 2008). 
 
El rendimiento lechero de las ovejas que seguían la dieta suplementada con 
aceite de oliva aumentó, y además se observó una tendencia hacia una mayor 
producción de grasa, proteína y sólidos totales (Tabla 2, página 64). Este aumento en la 
productividad cabría atribuirlo al mayor nivel energético de las raciones. Por otro lado, 
el contenido en proteínas de la leche disminuyó significativamente con la dieta 
enriquecida. Este hecho se ha descrito en ovejas que ingieren dietas suplementadas con 
lípidos (Pulina et al., 2006) y podría derivarse de la falta de respuesta a la creciente 
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necesidad de aminoácidos en la glándula mamaria al incrementar la producción de leche 
(Gaynor et al., 1994). 
 
Los cambios más importantes en el perfil lipídico fueron un fuerte incremento en 
los ácidos grasos saturados y monoinsaturados (cis y trans) de 18 átomos de carbono. 
Por otro lado, el contenido de ácidos grasos saturados (C10:0–C16:0) presentes en la 
grasa láctea disminuyó durante el período de suplementación. Este resultado podría ser 
consecuencia del efecto de dilución provocado por la entrada de grandes cantidades de 
ácidos grasos de 18 átomos de carbono en la glándula mamaria. También se ha 
documentado (Palmquist et al., 1993; Barber et al., 1997) que estos ácidos grasos 
podrían ejercer una inhibición de las actividades enzimáticas implicadas en la síntesis de 
novo de ácidos grasos saturados de cadena corta y media, particularmente sobre la 
acetil-CoA carboxilasa. Los aumentos de C18:0 serían consecuencia de la 
hidrogenación en el rumen del ácido oleico presente en las raciones. Los elevados 
niveles de ácido oleico medidos en la grasa láctea de ovejas alimentadas con el 
suplemento de aceite de oliva, procederían tanto de la presencia de proporciones 
importantes de dicho ácido graso en la ración, como de la síntesis endógena en la 
glándula mamaria a partir de ácido esteárico. En ganado vacuno se ha documentado que 
aproximadamente el 40% del C18:0 que llega a la glándula mamaria es desaturado a cis-
9 C18:1 por actuación de la enzima Δ-9 desaturasa (Lock y Garnsworthy, 2003). La 
leche enriquecida en este ácido graso resultaría muy favorable desde el punto de vista 
nutricional. Sin embargo la presencia de mayores contenidos de ácidos grasos trans 
C18:1, excepto el VA, respecto al grupo control, ofrece dudas sobre los potenciales 
efectos beneficiosos de la grasa de leche obtenida por adición de aceite de oliva a la 
dieta.  
 
Como se observa en la Figura 1 (página 66), los ácidos grasos trans (6+7+8) y 
trans-9 C18:1 aumentan considerablemente la primera semana de suplementación, 
mientras que los incrementos en trans-10 C18:1 fueron más notorios a partir de los siete 
días. En contraste, los contenidos en VA apenas fueron modificados durante todo el 
experimento. A este respecto resulta llamativa la fuerte correlación (Figura 4.1) entre 
los contenidos de ácido elaídico (trans-9 C18:1) y trans (6+7+8) C18:1, no sólo en esta 
experiencia sino para el conjunto de dietas ensayadas en la presente Tesis. Dicha 
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relación no fue por ejemplo observada entre trans-9 C18:1 y otros ácidos grasos trans 
monoenoicos como trans-10, VA o trans-12.  
 
Figura 4.1: Regresión lineal entre los contenidos de los ácidos grasos trans (6+7+8) y trans-9 C18:1 
(g/100 g de ácidos grasos totales). 
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* Para llevar a cabo este análisis se consideraron 228 muestras de leche de oveja, procedentes del 
conjunto de estrategias nutricionales ensayadas en la presente Tesis. 
 
 
Los primeros estudios sobre la biohidrogenación del ácido oleico indicaban que 
este ácido graso se convertiría directamente a C18:0, por acción de enzimas presentes en 
las bacterias ruminales, sin la formación de intermediarios trans monoinsaturados 
(Kellens et al., 1986). Trabajos más recientes, también llevados a cabo in vitro, 
proponen por el contrario que el ácido oleico se isomeriza primero a otros ácidos grasos 
trans C18:1 antes de ser hidrogenado (Mosley et al., 2002; Proell et al., 2002). Proell et 
al. (2002) postularon que la isomerización del ácido oleico podría dar lugar en una 
primera etapa a un único ácido graso trans-MUFA, trans-9 o trans-11 C18:1 en función 
de las condiciones fisiológicas del rumen. Posteriormente, el doble enlace podría migrar 
por reacciones de isomerización a otras posiciones dentro de la cadena hidrocarbonada, 
dando lugar al resto de ácidos grasos trans-C18:1. Los aumentos observados en grasa de 
leche de la mayor parte de los isómeros trans-C18:1, cuando las ovejas se alimentan con 
aceite de oliva, apoyarían esta última hipótesis (Tabla 3, página 65). Por tanto, y a pesar 
de que las rutas de biohidrogenación de los MUFA precisarían un estudio más 
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exhaustivo, si parece evidente que el cis-9 C18:1 presente en la dieta proporcionaría una 
variedad de isómeros trans-C18:1 en el rumen antes de ser hidrogenado a ácido 
esteárico. Buena parte de estos isómeros trans monoenoicos generados en el rumen 
serían susceptibles de ser incorporados posteriormente a la grasa láctea. 
 
Respecto a los isómeros de CLA, la dieta suplementada con aceite de oliva 
aumentó significativamente los contenidos de trans-9, cis-11 y trans-7, cis-9 C18:2. El 
incremento de los niveles de trans-7, cis-9 CLA es coincidente con los resultados 
obtenidos cuando se suplementa la dieta bovina con ácido oleico (Collomb et al., 2004). 
La fuerte relación existente entre trans-7, cis-9 C18:2 y el pico en el que eluye el trans-
7 C18:1, que incluye los ácidos grasos trans (6+7+8) C18:1 (Figura 4.2), no sólo en 
raciones suplementadas con aceite de oliva sino en las distintas experiencias expuestas 
en esta Memoria, confirmaría en ganado ovino lo que distintos autores describieron en 
vacuno (Corl et al., 2002; Piperova et al., 2002). Esto es, que el trans-7 cis-9 C18:2 se 
sintetiza casi exclusivamente de forma endógena, a partir de trans-7 C18:1 por acción 
de la enzima  Δ-9 desaturasa en la glándula mamaria.  
 
Los aumentos de trans-9, cis-11 C18:2 en dietas suplementadas con aceite de 
oliva, unido al incremento en trans-10 C18:1 y la disminución de RA, tendrían que ser 
atribuidos a modificaciones en las rutas de biohidrogenación en el rumen como 
consecuencia de los altos niveles de concentrado y/o la alta suplementación lipídica, 
tema sobre el  que se incidirá  en apartados posteriores. 
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Figura 4.2: Regresión lineal entre los contenidos de los ácidos grasos trans (6+7+8) C18:1 (g/100 g de 
ácidos grasos totales), determinado por GC, y trans-7, cis-9 CLA (mg/100 g de ácidos grasos totales), 
determinado por Ag+-HPLC.  
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* Para llevar a cabo este análisis se consideraron 129 muestras de leche de oveja, procedentes del 
conjunto de estrategias nutricionales ensayadas en la presente Tesis. 
 
 
En resumen, la suplementación de la dieta con un 6% de aceite de oliva y una 
relación forraje:concentrado 20:80 provocó cambios sustanciales en el perfil de ácidos 
grasos de la leche sin afectar negativamente la producción y composición de la misma. 
Destacan aspectos positivos tales como la disminución de los ácidos grasos saturados, a 
excepción del C18:0, y el aumento de los niveles de ácido oleico. Sin embargo, la 
bajada de RA y el aumento de distintos isómeros trans C18:1, principalmente trans-10, 
no aconsejan la utilización de esta dieta si el objetivo que se persigue es mejorar las 
características nutricionales de la grasa láctea. 
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4.2. SUPLEMENTACIÓN DE LA DIETA DE OVEJAS CON ACEITE DE 
SOJA 
 
Tal como se expuso en la Introducción, la suplementación de la dieta ovina con 
un aceite vegetal rico en ácido linoleico, sustrato necesario para la síntesis ruminal de 
RA, podría ser una de las estrategias más efectivas para aumentar los contenidos de los 
ácidos grasos saludables de la leche. Estudios previos en nuestro laboratorio mostraron 
que la incorporación de un 6% de aceite de girasol en la dieta de ovejas lecheras, se 
traducía en un considerable aumento de los niveles de CLA en la grasa láctea (Hervás et 
al., 2008). Para complementar esta línea de investigación se ensayó una dieta con un 6% 
de aceite de soja en forma libre, rico en ácido linoleico pero con pequeñas cantidades de 
ácido α-linolénico, y la misma dieta base que se utilizó en la experiencia anterior de 
suplementación con aceite de oliva.         
 
En cuanto a la producción láctea, el aceite de soja no disminuyó el rendimiento 
lechero, al igual que ocurría con las ovejas que seguían la dieta enriquecida con aceite 
de oliva. Tampoco se encontraron diferencias en la composición de la leche o el  
rendimiento de grasa y proteínas entre la dieta control y la suplementada con soja (Tabla 
2, página 78). Estas observaciones coinciden con buena parte de la investigación 
desarrollada en ganado ovino (Pulina et al., 2006), pero en cambio entran en conflicto 
con estudios llevados a cabo en bovino, donde dietas bajas en fibra y suplementadas con 
altas cantidades de aceite provocan una disminución en la secreción de grasa láctea 
(Bauman et al., 2001). A pesar de que este mecanismo no es todavía bien comprendido, 
nuestros resultados podrían indicar que existen diferencias en el comportamiento 
fisiológico de las distintas especies de rumiantes tal como ha sido recogido en estudios 
precedentes (Chilliard et al., 2003 y 2007).  
 
Al igual que en la experiencia anterior, la disminución encontrada en los 
contenidos de ácidos grasos saturados de C6:0 a C16:0 podría justificarse atendiendo al 
efecto de dilución provocado por la entrada en la glándula mamaria de ácidos grasos de 
18 átomos de carbono procedentes tanto de la dieta como de intermediarios de la 
biohidrogenación ruminal, o por el potencial efecto inhibidor que estos mismos ácidos 
pudieran ejercer sobre la síntesis de novo de ácidos grasos en la glándula mamaria 
(Chilliard y Ferlay, 2004; Kadegowda et al., 2009). Los menores incrementos en ácido 
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oleico en leche procedente de dietas suplementadas con aceite de semilla de soja, en 
comparación con los obtenidos con aceite de oliva, se justificarían atendiendo a la 
menor presencia de cis-9 C18:1 en dicho sustrato lipídico. Por idéntico motivo, los 
niveles de ácido α-linolénico y principalmente linoleico aumentaron significativamente 
con la dieta suplementada con soja, en concordancia con estudios previos en ganado 
ovino (Antongiovanni et al., 2004; Mele et al., 2006). Dado que ambos PUFA no se 
sintetizan en los tejidos de rumiantes, sus concentraciones en la leche sólo pueden ser 
aumentadas a través de la dieta, exclusivamente a partir de las moléculas que escapan a 
la biohidrogenación ruminal.  
 
Aparte del ácido oleico, los isómeros trans C18:1 más abundantes en grasa de 
leche de ovejas que seguían la dieta suplementada con soja fueron el VA y el trans-10. 
Los elevados porcentajes de ambos, que alcanzaron niveles superiores al 6% del total de 
ácidos grasos en leche, indicarían la existencia de cierto equilibrio entre las dos rutas de 
biohidrogenación del ácido linoleico expuestas en el apartado 1.2.4 (principal y 
alternativa). Sin embargo, la disminución de los niveles de VA y el aumento de trans-10 
C18:1 observados durante el transcurso de la experiencia (Figura 1, página 80) 
implicarían un predominio de la ruta de biohidrogenación alternativa (Figura 1.5, página 
18) después de la primera semana de suplementación. En ganado vacuno se ha 
observado que la presencia de una baja relación forraje:concentrado desencadena 
subidas generalizadas en los niveles de trans-10 C18:1 en detrimento de los contenidos 
de VA en el líquido ruminal (Piperova et al., 2000 y 2002). En la misma línea Daniel et 
al. (2004) reportaron, en ganado ovino, disminuciones drásticas de VA asociadas a 
fuertes aumentos de trans-10 C18:1 en líquido abomasal después de un incremento del 
contenido de concentrado en las raciones.  
 
La alimentación con raciones abundantes en concentrado y fuertemente 
suplementadas con aceites vegetales en forma libre, provocarían alteraciones del medio 
ambiente ruminal que afectarían a la flora microbiana y al metabolismo lipídico. 
Aunque en el presente estudio estos cambios no tuvieron repercusiones negativas sobre 
los parámetros productivos, es muy probable que indujeran cambios en las rutas de 
biohidrogenación de los PUFA de la dieta. Este desplazamiento del equilibrio, 
provocado por la dieta base y el contenido de suplemento lipídico, explicaría la 
preponderancia del trans-10 C18:1 sobre el VA en grasa de leche en las etapas finales 
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tanto en la experiencia de suplementación con un 6% de aceite de oliva como con 
semilla de soja. La disminución del contenido en ácidos grasos saturados impares y 
ramificados detectada en ambos ensayos (Tabla 3, página 65 y Tabla 3, página 79), 
también sería indicativa de alteraciones en el ecosistema del rumen puesto que su 
formación es, en su mayor parte, dependiente de la flora microbiana (Vlaeminck et al., 
2006). 
 
Los niveles de RA aumentaron significativamente como resultado de la adición 
de aceite de soja a las raciones, llegando a ser más del triple de los encontrados con la 
dieta control (3.44 frente a 1.04%). Como se observa en la Figura 1 (página 80), la 
evolución del contenido de RA a lo largo del periodo experimental es similar a la del 
VA. La estrecha correlación entre ambos ácidos grasos (Figura 4.3) es debida a la 
conversión de VA a RA en la glándula mamaría via ∆-9 desaturasa, mecanismo 
descrito en ganado vacuno por Griinari et al. (2000) y deducido para leche de oveja en 
trabajos posteriores (Cabbidu et al., 2005;  Luna et al., 2005d; Nudda et al., 2005). 
 
Figura 4.3: Regresión lineal entre los contenidos de los ácidos grasos VA y RA.  
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* Para llevar a cabo este análisis se consideraron 228 muestras de leche de oveja, procedentes del 
conjunto de estrategias nutricionales ensayadas en la presente Tesis. 
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Entre los isómeros de CLA minoritarios destacan las subidas de trans-10 cis-12 
y trans-9 cis-11 (Tabla 3 y Figura 1, páginas 79 y 80). Pero mientras los incrementos 
del segundo eran comunes a todas las dietas ricas en concentrado y aceites en forma 
libre descritas a lo largo de esta Memoria, los aumentos de trans-10 cis-12 C18:2 se 
circunscribían a las raciones suplementadas con un 6% de aceite de soja (Figura 4.4). 
Estos resultados, unidos a los documentados por Hervás et al. (2008) en leche de ovejas 
alimentadas con idéntica dieta base y suplementada con un 6% de aceite de girasol, 
subrayarían que la presencia de este isómero de CLA en grasa láctea ovina está 
condicionada por la incorporación de niveles elevados de ácido linoleico a las raciones 
y apenas estaría influida por la relación forraje:concentrado de la dieta base.  
 
Figura 4.4: Concentración (g/100g de ácidos grasos totales) de los ácidos trans-10 C18:1, trans-9, cis-11 
C18:2 y trans-10, cis-12 C18:2 en grasa láctea de oveja procedente del conjunto de experiencias 
ensayadas en esta memoria. (S = semilla, A = aceite). 
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Resulta llamativa la baja correlación existente entre los ácidos grasos trans-10 
C18:1 y el trans-10 cis-12 C18:2 (Figura 4.5) a la vista de la ruta de biohidrogenación 
postulada para ambos (Figura 1.5, página 18). En contraste, también es interesante 
destacar la elevada correlación lineal entre los ácidos grasos trans-10 C18:1 y trans-9 
cis-11 C18:2 (Figura 4.5). Este hecho (observado en todas las experiencias llevadas a 
cabo durante el desarrollo de esta Tesis) sugiere la existencia de un precursor común  
para ambos ácidos grasos, aunque las rutas metabólicas implicadas aún son 
desconocidas.  
 
Figura 4.5: Regresión lineal entre los contenidos del ácido graso trans-10 C18:1 con los isómeros trans-
9, cis-11 y trans-10, cis-12 C18:2.  
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* Para llevar a cabo este análisis se consideraron 228 muestras de leche de oveja, procedentes del 
conjunto de estrategias nutricionales ensayadas en la presente Tesis. 
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Los principales problemas que puede plantear la adición de un 6% de aceite de 
soja en la dieta ovina, desde una perspectiva nutricional, son los elevados porcentajes de 
trans-10 C18:1 que se generan, y la disminución de VA y RA en grasa de leche una vez 
transcurrida la primera semana de suplementación. Con objeto de favorecer la 
acumulación de VA en la cavidad ruminal, por inhibición de la biohidrogenación 
completa de los PUFA, y el aumento de RA por síntesis endógena, en la experiencia 
siguiente se incorporó aceite de pescado a las raciones. 
 
 
 
4.3. INCORPORACIÓN DE ACEITE DE PESCADO A LA DIETA OVINA 
 
Distintos estudios han documentado, en ganado bovino, que la combinación de 
un aceite vegetal rico en ácido linoleico con un aceite de origen marino, es una buena 
estrategia para aumentar los contenidos de RA y ácidos grasos omega-3 de cadena larga 
en grasa láctea (Palmquist y Griinari, 2006; Shingfield et al., 2006; Cruz-Hernández et 
al., 2007). El objetivo de esta nueva experiencia fue estudiar el efecto de la adición de 
aceite de pescado, de forma individual y en combinación con una fuente de ácido 
linoleico, en la dieta ovina sobre el perfil en ácidos grasos de la leche y el rendimiento 
productivo. Para ello 4 grupos de ovejas se alimentaron, durante 4 semanas, con las 
siguientes dietas:  
 
1. Dieta control (relación forraje:concentrado 20:80) sin suplementación 
lipídica. 
2. Dieta control suplementada con 2% de aceite de girasol (G). 
3. Dieta control suplementada con 1% de aceite de pescado (P). 
4. Dieta control suplementada con una combinación de ambos aceites: 2% de 
girasol + 1% de pescado (G+P).  
 
Las dietas que contenían aceite de girasol en su composición (G y G+P), 
redujeron significativamente desde el comienzo de la suplementación los niveles de 
ácidos grasos originados mediante síntesis de novo en la glándula mamaria, en 
coincidencia con los resultados obtenidos previamente con raciones enriquecidas en 
aceites de oliva y soja. Por el contrario, la dieta suplementada exclusivamente con aceite 
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de pescado no modificó los porcentajes de los ácidos grasos saturados  del C6:0 a C14:0 
en grasa de leche (Figura 2, página 95). Sin embargo, al expresar el contenido de esos 
ácidos grasos en base a la producción de leche se observó también con este suplemento 
una disminución del rendimiento productivo de los mismos frente al control aunque en 
menor grado que con las dietas G y G+P (Figura 4.6). Este descenso podría ser atribuido 
a un efecto de dilución, ya que la disminución del rendimiento en leche de este grupo de 
ácidos grasos  coincide con el mayor nivel de suplementación lipídica (3% con G+P, 
2% con G y 1% con P). Los PUFA procedentes de la dieta y del metabolismo ruminal 
se incorporarían a través del torrente sanguíneo en mayor medida a los triglicéridos en 
las células de la glándula mamaria, desplazando a los ácidos grasos sintetizados de 
novo. Otra explicación que justificaría estos resultados, como se expuso en el apartado 
1.2.1, se basa en el efecto inhibitorio que la presencia de PUFA podría tener sobre la 
actividad de enzimas implicadas en la síntesis de novo (Chilliard y Ferlay, 2004; 
Kadegowda et al., 2009).  
 
Figura 4.6: Evolución del rendimiento (g/día) de los ácidos grasos saturados sintetizados de novo 
(C6:0+C8:0+C10:0+C12:0+C14:0), C16:0, C18:0 y cis-9 C18:1 de la dieta control sin suplementar (C, 
relación forraje:concentrado 20:80) y suplementada con un 2% de aceite de girasol (G), 1% de aceite de 
pescado (P) o la combinación de ambos aceites (G+P, 2% de girasol + 1% de pescado).  
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El comportamiento del ácido palmítico fue similar al del resto de ácidos grasos 
saturados (Figura 2, página 95 y Figura 4.6). Por otra parte, los contenidos de ácido 
esteárico en grasa láctea, y su rendimiento global en base a la producción de leche, 
disminuyeron drásticamente desde el comienzo del experimento con los tratamientos P 
y G+P (Figura 2, página 95 y Figura 4.6) mientras que en las dietas control y G apenas 
variaron. Estos resultados se explican atendiendo al efecto inhibitorio que sobre la 
última etapa de biohidrogenación del ácido linoleico (la conversión de ácido vacénico a 
esteárico) ejercen los aceites de origen marino. Estudios llevados a cabo en ganado 
vacuno han documentado que la suplementación de la dieta con este sustrato lipídico 
producía fuertes disminuciones del contenido de ácido esteárico en el líquido 
postruminal  (Loor et al., 2005b; Or-Rashid et al., 2008), que venían acompañadas de 
aumentos notables en el flujo de ácidos grasos trans C18:1. El hecho de que las dietas 
G+P y P presentaran rendimientos similares de C18:0 (Figura 4.6) evidenciaría que la 
inhibición del último paso de la biohidrogenación del ácido linoleico está más 
relacionada con la presencia de aceite de pescado en la dieta que con el nivel total de 
suplementación lipídica. Experimentos in vitro (Abu-Ghazaleh y Jenkins, 2004) e in 
vivo (Abu-Ghazaleh et al., 2009) han atribuido este papel inhibitorio al DHA, el ácido 
graso omega-3 cuantitativamente más importante en los lípidos de origen marino.  
 
Respecto al ácido oleico, el rendimiento del mismo en leche evolucionó de 
forma similar al ácido esteárico (Figura 4.6). La escasez de sustrato (C18:0), derivada 
de la inclusión en la dieta de aceite de pescado, limitaría la síntesis endógena de cis-9 
C18:1 en la glándula mamaria vía Δ-9 desaturasa. Esta disminución del rendimiento de 
ambos ácidos grasos, como se expondrá más adelante, podría contribuir a explicar la 
reducción del contenido de grasa en la leche (MFD, de sus siglas en inglés “Milk Fat 
Depression”) con las raciones G+P y P. 
 
Las raciones que presentaban aceite de pescado en su composición aumentaron 
rápidamente los niveles de VA en grasa láctea (Figura 1, página 94). Sin embargo, esta 
respuesta fue transitoria y los contenidos de VA disminuyeron una vez transcurrida la 
primera semana. Los niveles de RA se llegaron a multiplicar por 5 con la dieta G+P 
pero su evolución fue similar a la del VA, con un pico de producción durante la primera 
semana y un declive posterior (Figura 1, página 94).  
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Esta carencia de sostenibilidad en los niveles de VA y RA, en respuesta a la 
suplementación con aceite de pescado, no supone el único problema derivado del 
empleo de este suplemento lipídico. Las raciones G+P y P proporcionaron contenidos 
muy elevados de trans-10 C18:1 a partir de la segunda semana de suplementación, que 
se mantuvieron estables hasta el final del ensayo (Figura 1, página 94). Los niveles de 
trans-10 C18:1 en las raciones G+P y P fueron comparables a los obtenidos con la dieta 
suplementada con 6% de aceite de soja (Figura 4.4, página 171), a pesar de contener la 
mitad o la sexta parte de suplemento lipídico. La generación de una mayor cantidad de 
ácidos grasos relacionados con alteraciones del metabolismo lipídico (trans-10 C18:1 y 
trans-9, cis-11 CLA) pone de manifiesto que la adición de pequeñas cantidades de 
aceite de pescado a la dieta ovina afectaría en mayor medida al ecosistema ruminal que 
la incorporación a la dieta de mayores cantidades de aceites de oleaginosas.  
 
La dieta suplementada con un 2% de aceite de girasol mejoró los contenidos de 
VA y RA al comienzo del experimento, y éstos se mantuvieron constantes durante las 4 
semanas. Además, durante este período, los aumentos registrados de trans-10 C18:1 
fueron significativamente más bajos que los observados en las raciones suplementadas 
con aceite de pescado (Figura 1, página 94). Por otro lado, los resultados de la dieta G 
difieren de los ensayos precedentes (adición a la raciones de un 6% de aceite de oliva o 
soja), e incidirían sobre la evidencia de que niveles elevados de VA y RA, sin grandes 
aumentos en trans-10 C18:1, sólo pueden mantenerse si las condiciones del rumen 
permanecen inalteradas, esto es, con dietas ricas en forraje y contenidos bajos de aceite 
vegetal en forma libre (Shingfield y Griinari, 2007; Shingfield et al., 2008b). Cruz-
Hernández et al. (2007), en un experimento llevado a cabo en leche de vacas 
alimentadas con una dieta forraje:concentrado 50:50 y suplementadas con 0.5% de 
aceite de pescado observaron que los niveles de VA y RA declinaban en apenas unos 
días cuando el contenido en aceite de girasol en la  ración superaba el 3%. Este carácter 
transitorio en los niveles de VA y RA no difería sustancialmente del aportado por otros 
autores (Abu-Ghazaleh et al., 2004; Shingfield et al., 2006). Ante tales observaciones, 
el máximo nivel de suplemento recomendado debería evaluarse cuidadosamente y 
siempre teniendo en cuenta la relación forraje:concentrado de las raciones que se vayan 
a utilizar.  
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Los contenidos de ácidos grasos omega-3 de cadena larga (EPA, DPA y DHA) 
en grasa láctea de ovejas alimentadas con aceite de pescado (P y G+P) fueron bajos en 
comparación con su ingesta (Tabla 4 y Figura 4, páginas 96 y 98), aunque comparables 
a los documentados en otros estudios en ovino (Papadopoulos et al., 2002; Kitessa et 
al., 2003). Los bajos niveles de transferencia en leche de EPA (11%) y DHA (13%), 
medidos al final del período de suplementación, serían fruto de la extensa 
biohidrogenación de estos ácidos grasos en el rumen (Loor et al., 2005b; Castañeda-
Gutiérrez et al., 2007; Or-Rashid et al., 2008) y su acumulación selectiva, en forma de 
ésteres de colesterol y fosfolípidos, en distintos tejidos corporales (Offer et al., 1999 y 
2001). A pesar de ello, la suplementación de la dieta con pequeñas cantidades de aceite 
de pescado (P y G+P) resultaría muy favorable desde el punto de vista nutricional, por 
reducir significativamente la relación omega-6/omega-3 de la grasa láctea (Tabla 4, 
página 96).     
 
Una consecuencia destacable de la incorporación de aceite de pescado a las 
raciones fue la MFD, efecto que ha sido muy estudiado en ganado vacuno (Griinari y 
Bauman, 2006; Harvatine et al., 2009), pero que no se observó en el tratamiento G ni 
tampoco en ensayos anteriores al adicionar aceite de oliva o soja. Como se muestra en la 
Figura 1 (página 94), el contenido de grasa láctea disminuyó drásticamente a partir del 
séptimo día de suplementación con la dieta G+P y, en menor medida, con la dieta P. 
Este síndrome ha sido asociado al efecto inhibitorio de ciertos ácidos grasos sobre la 
lipogénesis en la glándula mamaria (Shingfield y Griinari, 2007; Kadegowda et al., 
2008; Harvatine et al., 2009). Sin embargo ninguna de las dietas ensayadas generaron 
cambios significativos en los niveles de trans-10, cis-12 C18:2 (Figura 4.4, página 171), 
el primer isómero de CLA que se relacionó directamente con la MFD en ganado vacuno 
(Baumgard et al., 2000 y 2002) y ovino (Lock et al., 2006; Sinclair et al., 2007). 
  
Las evoluciones análogas de los contenidos de trans-10 C18:1 y trans-9, cis-11 
C18:2 en los tratamientos G+P y P durante el desarrollo del ensayo (Figura 1, página 
94) y su estrecha relación con el rendimiento de grasa láctea (Tabla 5, página 98), 
podrían convertir a estos ácidos grasos en potenciales responsables de la MFD en 
ganado ovino. De hecho trans-9 cis-11 C18:2 ha sido reconocido ya como un inhibidor 
de la lipogénesis en leche de vaca (Perfield et al., 2007) y aunque la información sobre 
el efecto de trans-10 C18:1 en la MFD suscita gran controversia (Lock et al., 2007), las 
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evidencias más recientes (Kadegowda et al., 2008 y 2009; Shingfield et al., 2009) 
apuntan también en el mismo sentido. Sin embargo, dado que ambos ácidos grasos 
aumentan también en dietas carentes de aceite de pescado (Figura 4.4, página 171), sin 
que ello repercuta negativamente sobre el rendimiento en grasa de la leche, otros 
mecanismos derivados de cambios más globales del metabolismo lipídico deberían estar 
también  implicados.  
 
Distintos autores (Shingfield and Griinari, 2007; Gama et al., 2008) han 
sugerido el impacto que el mantenimiento de la fluidez de la grasa láctea pueda tener 
sobre la capacidad de secreción de la misma por parte de la glándula mamaria. Hay que 
tener en cuenta que para que dicha secreción tenga lugar, la grasa de leche debe 
permanecer en estado líquido a temperatura fisiológica (39°C) (Timmen y Patton, 
1988). Este hecho está directamente relacionado con la incorporación a los glóbulos de 
grasa de moléculas de triglicéridos con puntos de fusión bajos, que posean esterificados 
ácidos grasos como el oleico o saturados de cadena corta y media. La inhibición que 
ejerce el aceite de pescado sobre la conversión de VA a ácido esteárico en el rumen 
reduciendo la disponibilidad de C18:0 para la síntesis endógena de ácido oleico, junto a 
la disminución en la síntesis de ácidos grasos de novo en la glándula mamaria observada 
en el presente ensayo para los tratamientos G+P y P (Figura 4.6) irían en detrimento del 
mantenimiento de la fluidez de la grasa de leche. Además el aumento en ácidos grasos 
trans C18:1, con puntos de fusión más altos que sus homólogos cis (Gunstone et al., 
1994), característico de ambas dietas podría contribuir también a reducir la fluidez de la 
grasa láctea. En definitiva, en aquellos tratamientos que incluyan aceite de pescado, la 
MFD podría representar un mecanismo fisiológico para que la secreción de grasa de 
leche pueda continuar. 
 
En esta experiencia se ha demostrado que la incorporación de pequeñas 
cantidades de aceite de pescado en las raciones sería una estrategia mucho más efectiva 
que los aceites vegetales para aumentar la presencia de CLA y PUFA omega-3 de 
cadena larga en leche. Sin embargo, la caída en la producción de leche así como la 
disminución en los niveles de grasa láctea desaconseja esta suplementación por el 
descenso consecuente en el rendimiento en queso a partir de dicha materia prima. Otro 
aspecto desfavorable son las proporciones de trans-10 C18:1 encontradas en grasa de 
leche procedente de dietas suplementadas con pescado, que llegaron a alcanzar el 11% 
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del total de ácidos grasos en muestras individuales (G+P). Las modificaciones tan 
importantes que tienen lugar en el perfil de isómeros trans-MUFA con las distintas 
alternativas de suplementación ensayadas y los porcentajes elevados de trans-10 C18:1 
que pueden alcanzarse, hacen aconsejable la evaluación de la toxicidad de este tipo de 
grasas enriquecidas en isómeros trans C18:1. 
 
 
 
4.4. ESTUDIO TOXICOLÓGICO DE GRASAS ENRIQUECIDAS EN 
VA+RA y trans-10 C18:1 EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
 
La ingesta de ácidos grasos trans se relaciona comúnmente con el riesgo de 
padecer enfermedades coronarias. Sin embargo, como se expuso en el apartado 1.3.2, 
los efectos fisiológicos de los trans MUFA son isómero-dependientes. En esta 
experiencia se evaluó la toxicidad aguda de dos grasas lácteas enriquecidas en trans-10 
C18:1 (20% del total de ácidos grasos) y VA+RA (14% y 5% del total de ácidos grasos, 
respectivamente) en animales de experimentación. Para ello se administró oralmente 
una dosis única de 2000 mg de grasa/kg de peso vivo a ratas, 6 machos y 6 hembras por 
grupo, y los resultados se compararon con dos grupos control. El primero no recibió 
ningún tratamiento mientras que al segundo se le administró una grasa de leche 
comercial con un contenido total de ácidos grasos trans inferior al 3,5%.    
 
Los bajos niveles de toxicidad encontrados en las grasas lácteas objeto de 
estudio indicaron que la dosis letal, en ratas, está por encima de los valores ensayados. 
Aunque la mayoría de los parámetros clínicos no se vieron afectados, las grasas 
enriquecidas en trans MUFA provocaron cambios en los niveles de lípidos plasmáticos. 
La concentración de triglicéridos aumentó, sin importar el género del animal, con la 
grasa rica en trans-10 C18:1 en comparación con las dietas VA+RA y ambos controles 
(Tabla 3, página 111). Bauchart et al. (2007), que llevaron a cabo un estudio similar en 
conejos, también documentaron una subida de los niveles de triglicéridos en plasma al 
administrar a los animales grasas con contenidos altos en trans-10 C18:1 (menores del 
12% del total de ácidos grasos). En consecuencia, ingerir cantidades elevadas de trans-
10 C18:1 resultaría negativo en modelos animales desde el punto de vista 
cardiovascular. Por el contrario, las dietas enriquecidas en VA y RA se mostrarían 
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neutras o tenderían a reducir los factores de riesgo asociados a enfermedades coronarias 
(Roy et al., 2007). Los resultados obtenidos en el presente estudio (Tabla 3, página 111) 
suponen una evidencia más en dicho sentido, debido a que la grasa VA+RA provocó 
una disminución significativa de la concentración de triglicéridos plasmáticos en 
animales de ambos sexos. Este hecho indicaría que la inclusión de dosis altas de 
VA+RA en la dieta podría proteger de la trigliceridemia.  
 
En la misma línea, las grasas que presentaban un 14% de VA y un 5% de RA en 
su composición no modificaron negativamente los parámetros relativos al colesterol, de 
acuerdo con resultados previos obtenidos en hamsters (Lock et al., 2005a) y conejos 
(Roy et al., 2007). La grasa enriquecida en VA+RA disminuyó los niveles de colesterol 
total y LDL en ratas hembra, respecto a la administración de grasa láctea control, 
mientras que tales indicadores se mantuvieron estables en ratas macho (Tabla 3, página 
111). La mayoría de las investigaciones realizadas con animales de experimentación no 
tuvieron en cuenta la diferencia de géneros (LeDoux et al., 2007; Bauchart et al., 2007). 
Sin embargo Chardigny et al. (2008) observaron, en un trabajo desarrollado en 
humanos, que los efectos ocasionados por dietas ricas en grasas trans de distinta 
procedencia (natural e industrial) estaban influenciados por el sexo.  
 
Un estudio reciente demostró que los efectos hipercolesterolémicos asociados a 
los ácidos grasos trans C18:1 no eran dependientes de la presencia de VA ni trans-9 
C18:1 en la dieta de hamsters macho (Tyburczy et al., 2009). Estos autores postularon 
que los aceites vegetales parcialmente hidrogenados aumentaban el riesgo de padecer 
enfermedades coronarias debido a la presencia de trans-10 C18:1. La subida 
significativa de los niveles de triglicéridos y colesterol LDL, en ratas macho a las que se 
administró la grasa con un 20% de trans-10 C18:1 (Tabla 3, página 111), sería otro 
indicio que apuntaría en la misma dirección. Sin embargo, las diferencias ligadas al 
género de los animales hacen necesaria una investigación más exhaustiva en este 
ámbito. 
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4.5. EFECTOS DEL PASTOREO CON O SIN SUPLEMENTACIÓN DE 
CONCENTRADO SOBRE EL PERFIL DE ÁCIDOS GRASOS Y LA 
PRODUCCIÓN LECHERA  
 
El estudio toxicológico realizado en animales de experimentación apoya la 
importancia que desempeña el perfil de ácidos grasos trans sobre la calidad nutricional 
de la grasa láctea. A la vista de los resultados obtenidos, en los experimentos siguientes 
se procuró aumentar los contenidos de los ácidos grasos potencialmente beneficiosos 
para la salud humana sin afectar, en la medida de lo posible, los niveles de trans-10 
C18:1.  
 
Distintos estudios han señalado que la aplicación de sistemas de producción 
extensivos basados en el consumo de pasto, típicos de países mediterráneos, pueden ser 
una estrategia muy útil para la producción de leche de oveja con un contenido elevado 
de CLA y PUFA omega-3 de cadena corta (Cabiddu et al., 2005; Tsiplakou et al., 2006; 
Pulina et al., 2006). El pasto es rico en fibra y posee niveles altos de ácido α-linolénico 
cuya biohidrogenación en el rumen puede generar cantidades importantes de VA (Addis 
et al., 2005). No obstante, estas características están condicionadas por factores 
medioambientales (el pasto fresco sólo se encuentra disponible durante un período 
limitado) y a menudo, con objeto de evitar una caída en la producción de leche, la dieta 
de los animales se suplementa con concentrados (Bargo et al., 2003; Molle et al., 2008).  
 
En esta experiencia se pretendía evaluar la repercusión de algunas técnicas de 
explotación de ganado ovino sobre el perfil de ácidos grasos de la grasa láctea. Para 
ello, durante cinco semanas, se llevó a cabo el seguimiento de tres grupos de ovejas que 
consumieron tres tipos de dietas: una  control, ensayada anteriormente y característica 
de sistemas intensivos (TMR, relación forraje:concentrado 20:80), una segunda basada 
exclusivamente en un sistema extensivo (pasto fresco) y una tercera semiextensiva 
(P+S, pasto fresco suplementado con concentrado). En esta última se utilizó como 
concentrado grano de avena, producto consumido tradicionalmente por pequeños 
rumiantes y conocido por su capacidad para mantener estable el medio ambiente 
ruminal  (Orskov et al., 1974). 
  
 181
4. Discusión General 
 
Como cabía esperar, el rendimiento lechero de las ovejas alimentadas con pasto 
fresco disminuyó significativamente respecto a la ración TMR. Sin embargo, los valores 
mínimos de producción alcanzados con la dieta P+S (Tabla 2, página 122) hacen 
desaconsejable, desde el punto de vista productivo, el empleo de grano de avena como 
suplemento. No obstante, la alimentación a base de pasto (con y sin suplementación de 
avena) resultó ser una estrategia viable para obtener leches con un reducido índice 
aterogénico (IA, Tabla 4, página 124), y por tanto más favorables desde el punto de 
vista nutricional (Chilliard et al., 2007). La alteración positiva del IA está directamente 
relacionada con los niveles más altos de ácidos grasos insaturados (MUFA y PUFA) y 
más bajos de ácidos grasos saturados en la leche procedente de sistemas no intensivos.  
 
Aunque el efecto positivo del pastoreo en la calidad de la grasa láctea ha sido 
resaltado en experiencias previas en ganado bovino (Kelly et al., 1998b), los estudios 
llevados a cabo con pequeños rumiantes no proporcionaron un perfil detallado de la 
composición en ácidos grasos minoritarios de la leche (Cabiddu et al., 2005; Tsiplakou 
et al., 2006). La alimentación exclusiva con pasto fresco aumentó significativamente en 
grasa láctea los niveles de los ácidos grasos α-linolénico, rumelénico (cis-9, trans-11, 
cis-15 C18:3; RLnA), trans-11, cis-15 C18:2, VA, cis-15 C18:1 y trans-15 C18:1 
(Tabla 3, página 123). Todos ellos procederían de la vía clásica de biohidrogenación del 
ácido α-linolénico descrita en la Introducción (Figura 1.4, página 15). La leche 
procedente de sistemas extensivos también incrementó los isómeros trans-11, trans-13; 
trans-11, cis-13; trans-12, trans-14 y cis-12, trans-14 CLA (Figura 1, página 126), pero 
las rutas metabólicas que podrían explicar su presencia en grasa láctea son todavía 
desconocidas (Kraft et al., 2003). Únicamente existen indicios de que trans-11, cis-15 
C18:2 podría isomerizarse en presencia de Butyrivibrio fibrisolvens a trans-11, cis-13 
C18:2 (Hino y Fukuda, 2006).  
 
El ácido α-linolénico y la mayoría de los ácidos grasos relacionados directa o 
indirectamente con su metabolismo alcanzaron los niveles máximos con la ingesta de 
pasto sin suplementar, mientras que tales contenidos disminuyeron significativamente 
con la adición de avena (Tabla 3 y Figura 1, páginas 123 y 126). La ingesta exclusiva de 
pasto duplicó los contenidos de VA y RA, y llegó a triplicar los del ácido α-linolénico 
respecto a TMR. Sin embargo, los incrementos de estos ácidos grasos potencialmente 
beneficiosos para la salud humana no resultaron tan notables en presencia del 
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suplemento de avena (Tablas 3 y 5, páginas 123 y 124). Los bajos porcentajes de los 
intermediarios de biohidrogenación del ácido α-linolénico, unidos al aumento 
simultáneo de C18:0 y cis-9 C18:1 en la leche P+S, indicarían que el grano de avena 
favorece la hidrogenación completa de los PUFA procedentes de la dieta en el rumen, 
confirmando su capacidad para mantener estable el medio ambiente ruminal (Orskov et 
al., 1974). 
 
 Por otra parte, las dietas que presentaban pasto fresco en su composición 
generaron cantidades bajas de trans-10 C18:1 y de otros ácidos grasos característicos de 
rutas de biohidrogenación alternativas, un indicio del mantenimiento de las condiciones 
ruminales (Griinari y Bauman, 1999) (Tablas 3 y 5, páginas 123 y 124). En contraste, 
los porcentajes significativamente más altos de trans-10 C18:1 y trans-9, cis-11 C18:2 
detectados con la dieta TMR indicarían que las explotaciones ganaderas que siguen 
sistemas intensivos derivarían en condiciones más drásticas para el ecosistema ruminal 
que las prácticas de pastoreo.  
 
En resumen, los sistemas ganaderos extensivos podrían ser útiles para estimular 
la producción de una grasa láctea enriquecida en VA, RA y omega-3 de cadena corta, 
además de mantener bajos los niveles de trans-10 C18:1 y ácidos grasos saturados. Sin 
embargo, conviene destacar que este ensayo se desarrolló bajo condiciones 
experimentales muy controladas, de forma que un cambio en la calidad del pasto podría 
modificar considerablemente el perfil lipídico de la leche. Además persiste el 
rendimiento lechero limitado, característico de este tipo de alimentación. Por dichos 
motivos, el objetivo de la siguiente experiencia sería el diseño de una dieta destinada a 
granjas de producción en régimen intensivo, que proporcione una grasa láctea de 
similares o mejores características nutricionales que la lograda por el sistema extensivo 
descrito en el presente apartado.   
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4.6. COMPLEMENTACIÓN DE LA DIETA OVINA CON SEMILLA 
EXTRUSIONADA DE LINO 
 
Dos cuestiones fundamentales que se consideraron en la siguiente estrategia 
nutricional, para no afectar negativamente el perfil de ácidos grasos de la leche, fueron 
la composición de la dieta base y la naturaleza fisico-química del suplemento lipídico. 
De los ensayos anteriores se confirmó que dietas ricas en concentrado y suplementadas 
con niveles elevados de aceite podían conducir a cambios en las condiciones ruminales, 
que  favorecían el aumento en grasa láctea de ácidos grasos no deseables. Por tales 
motivos, los parámetros experimentales del presente trabajo se modificaron 
sustancialmente respecto a los anteriores. La cantidad de forraje de la dieta basal se 
aumentó hasta alcanzar una proporción forraje:concentrado de 60:40. Las raciones se 
complementaron además con distintas proporciones de semilla de lino, 6% (LEL) y 
12% (HEL), que se correspondían con unos contenidos en grasa aproximados de 2,5% y 
5%, respectivamente.  Este sustrato lipídico es rico en ácido α-linolénico, precursor de 
VA en el rumen, pero presenta niveles bajos de ácido linoleico. Por último, estas 
semillas se presentaron en la dieta en forma extrusionada, con objeto de hacer más 
accesibles los PUFA a los microorganismos presentes en la cavidad ruminal. 
 
La presencia de semilla de lino en la dieta provocó un aumento significativo en 
la producción de leche, debido al mayor contenido energético de las raciones, y en el 
rendimiento de grasa, proteína, lactosa y sólidos totales (Tabla 2, página 136). Sin 
embargo este suplemento no modificó la composición de la leche ni originó el síndrome 
MFD.  
 
Como se observó en la mayoría de experimentos anteriores, la incorporación de 
un suplemento lipídico de origen vegetal en las raciones redujo considerablemente la 
concentración de ácidos grasos originados por la síntesis de novo en la glándula 
mamaria. Este hecho repercutió de forma directa en la disminución del IA de la leche 
procedente de dietas suplementadas (Tabla 3, página 138). Aunque la adición de un 6% 
de semilla extrusionada de lino proporcionó un IA comparable a la alimentación con 
pasto (Tabla 4, página 124), la ración HEL (12%) mejoró notablemente dicho índice. 
Por otra parte la dieta control (forraje:concentrado 60:40) redujo el IA en un 34%, 
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respecto a la ración con una relación forraje:concentrado 20:80, una respuesta favorable 
desde el punto de vista de la salud cardiovascular. 
  
La suplementación de la dieta con un 12% de semilla de lino multiplicó por 
cinco la concentración de ácido α-linolénico y disminuyó sustancialmente la relación 
omega-6:omega-3 en grasa láctea (Tabla 3, página 138), lo que reviste gran importancia 
desde el punto de vista nutricional (Simopoulos, 2008). Los niveles de ácido α-
linolénico se encontraron entre los más altos documentados en la bibliografía (Fuentes, 
2009) y fueron muy superiores a los disponibles para ganado ovino alimentado con 
raciones suplementadas con semilla de lino no extrusionada (Zhang et al., 2006 y Luna 
et al., 2008a).  
 
La forma de presentación del suplemento lipídico en la dieta podría jugar un 
papel relevante y no debería ser ajena a estos resultados. La ruptura física de las 
semillas por extrusión incrementó los niveles de ácido α-linolénico en leche de vaca 
(Akraim et al., 2007; Chilliard et al., 2009) y oveja (Mele et al., 2007). Esta estrategia 
nutricional aumentó la disponibilidad de dicho ácido graso omega-3 de cadena corta en 
el rumen (Doreau et al., 2009), por lo que sería absorbido en mayor cantidad en el tracto 
digestivo y posteriormente incorporado, también en mayor proporción, a la grasa de 
leche. Además,  la semilla de lino en forma extrusionada facilitaría el acceso del ácido 
α-linolénico a los  microorganismos ruminales. Este argumento justificaría que los 
intermediarios principales de biohidrogenación del cis-9, cis-12, cis-15 C18:3 también 
aumentaran significativamente en la grasa láctea procedente de las raciones 
suplementadas (LEL y HEL). Entre todos ellos destaca el VA, que triplicó su 
concentración con la dieta HEL (Tabla 3, página 137) y que sería el responsable del 
aumento de RA por síntesis endógena en la glándula mamaria (Bauman et al., 2006).  
 
Un resultado muy positivo de esta experiencia es que los niveles de trans-10 
C18:1 no se modificaron con la adición de semilla de lino a las raciones (Tabla 3, 
página 137), a diferencia de lo que se observa normalmente con dietas que presentan 
relaciones bajas de forraje:concentrado y suplementos enriquecidos en ácido linoleico 
(Hervás et al., 2008) así como en las experiencias de oliva, soja y pescado de esta Tesis 
(apartados 4.1, 4.2 y 4.3). Las bajas concentraciones de trans-10 C18:1 y del ácido 
trans-9, cis-11 C18:2 serían indicativas de que las dietas ensayadas no afectarían 
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negativamente al medio ambiente ruminal. Estos resultados evidencian también la 
importancia de la composición de la dieta base en la calidad nutricional de la grasa 
láctea, un aspecto que debería ser considerado con cuidado en las explotaciones 
ganaderas.  
 
La sostenibilidad de la respuesta a este tipo de dietas representó además un valor 
añadido. El perfil de ácidos grasos de la leche,  se mantuvo estable durante el transcurso 
del período experimental (dos meses) y, además, los animales que seguían los 
tratamientos LEL y HEL aumentaron su producción lechera. En resumen, la 
suplementación con semilla extrusionada de lino resultó ser una estrategia nutricional y 
productiva mucho más eficaz, para incrementar de forma natural los ácidos grasos 
potencialmente beneficiosos para la salud humana, que los sistemas ganaderos en 
régimen extensivo. Los ácidos grasos saturados, con potencial incidencia negativa en 
riesgos cardiovasculares, disminuyeron entre un 15 y un 30%, mientras que los 
contenidos de VA/RA y omega-3 de cadena corta se multiplicaron por más de 3 y 5, 
respectivamente. Respecto a trans-10 C18:1, sus niveles se mantuvieron bajos y 
estables durante todo el período experimental (Figura 2, página 140). Todos estos 
resultados ponen de manifiesto que el pienso diseñado en este trabajo supone un gran 
avance, desde el punto de vista de la alimentación animal, en la obtención de una grasa 
láctea más saludable.  
 
 
 
4.7. ESTUDIO DE QUESOS ELABORADOS A PARTIR DE LECHE CON 
UN PERFIL EN ACIDOS GRASOS SALUDABLE 
 
La leche que presentó de forma natural un perfil en ácidos grasos más saludable 
se empleó en la fabricación de quesos. En la Figura 4.7 se muestra el efecto de las 
distintas estrategias de alimentación sobre el contenido de los ácidos grasos con más 
relevancia desde el punto de vista nutricional (saturados, trans-10 C18:1, VA, RA y α-
linolénico) en grasa láctea ovina. Los ácidos grasos calificados como 
hipercolesterolémicos (C12:0, C14:0, C16:0) fueron reducidos en distinto grado 
mediante la suplementación con aceites o semillas vegetales. Sin embargo sólo el 
empleo de semilla de lino proporcionó niveles destacados, desde una perspectiva 
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nutricional, del ácido α-linolénico (Figura 4.7). Atendiendo a ambos resultados, la 
incorporación de semilla extrusionada de lino en una dieta con una relación 
forraje:concentrado de 60:40, parecería la opción idónea para mejorar las características 
nutricionales de la grasa de leche.  
 
Figura 4.7: Concentración (g/100g de ácidos grasos totales) de los ácidos C12:0+C14:0+C16:0, α-
linolénico, VA y RA en grasa láctea de oveja procedente del conjunto de experiencias ensayadas en esta 
memoria. (S = semilla, A = aceite).  
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Además los contenidos del isómero mayoritario de CLA, el cis-9, trans-11 
C18:2, y su precursor fisiológico, VA, se triplicaron al añadir un 12% de semilla de lino 
a las raciones. Aunque el empleo de otras dietas (6% de aceite de soja o la combinación 
de 2% de aceite de girasol con 1% de aceite de pescado) proporcionó concentraciones 
más elevadas de RA, también multiplicó en leche la concentración de trans-10 C18:1 
(Figura 4.4, página 171). El empleo de semilla de lino, sin embargo, no incrementó los 
niveles de dicho isómero trans C18:1 en grasa láctea. Éstos se mantuvieron estables 
durante los 2 meses del período experimental y con valores en torno al 0,5% del total de 
ácidos grasos (Figura 4.4, página 171). 
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El queso tipo Manchego elaborado a partir de leche enriquecida en CLA y 
omega-3 de cadena corta, presentó un perfil de ácidos grasos similar al de la materia 
prima de partida, resultado coincidente con experiencias previas en quesos de leche de 
oveja (Nudda et al., 2005; Luna et al., 2005d y 2008b). Según las recomendaciones de 
la European Food Safety Authority (EFSA, 2005), un producto etiquetado como 
“Fuente de ácidos grasos omega-3” debe contener más del 15% de las cantidades 
diarias recomendadas de ácidos grasos omega-3 por cada 100 g de producto. Por otra 
parte, si las concentraciones de dichos ácidos grasos superan el 30%, el alimento puede 
ser considerado como “Rico en ácidos grasos omega-3”. Dado que la ingesta 
recomendada de ácidos grasos omega-3 es de 2 g/día para adultos (EFSA, 2005) y que 
el contenido en grasa del queso Manchego fue alrededor de 39,5%, los quesos 
fabricados con la leche procedente de las dietas LEL y HEL podrían presentarse a la 
Agencia Española de Seguridad de los Alimentos y Nutrición (ASEAN) y a la EFSA 
para la alegación de “Fuente de” y “Rico en” ácidos grasos omega-3, respectivamente. 
 
Por último, se llevó a cabo un análisis sensorial de los quesos tipo Manchego 
(Control, LEL y HEL), no detectándose diferencias significativas en ninguno de los 
parámetros estudiados (Tabla 5, página 142). La aceptabilidad de los quesos que 
presentaban concentraciones elevadas de CLA y PUFA omega-3 de cadena corta no 
difirió de los procedentes de la leche sin suplementar, por lo que la presencia de los 
niveles citados de dichos ácidos grasos no afectaría negativamente a las propiedades 
organolépticas de este alimento, confirmando resultados de experiencias anteriores 
(Luna et al., 2005d y 2008a).    
 
La composición del pienso que proporcionó de forma natural una grasa láctea 
con propiedades saludables y que se empleó en la fabricación de un alimento 
enriquecido en ácidos grasos omega-3, ha dado lugar a una patente licenciada con la 
empresa LODYN S.L. que está en vías de explotación (Anexo I, página 221). Además, 
al artículo correspondiente al trabajo de suplementación de la dieta ovina con semilla de 
lino se le ha concedido el Premio Internacional Hipócrates 2009 de Investigación 
Médica sobre Nutrición Humana (Anexo II, página 229).  
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4.8. CARACTERIZACIÓN DE INTERMEDIARIOS DE LA RUTA DE 
BIOHIDROGENACIÓN DEL ÁCIDO α-LINOLÉNICO 
 
La alimentación a base de pasto fresco y la suplementación de la dieta de 
rumiantes con semilla de lino, además de mejorar el perfil lipídico, incrementó de forma 
considerable la concentración de la mayoría de los intermediarios conocidos de 
biohidrogenación del ácido α-linolénico en grasa láctea (Figura 1.4, página 15). En 
ambas experiencias se detectó también por GC-FID e inmediatamente después de la 
zona de elución de CLA, un  pico cromatográfico que no había sido identificado con 
anterioridad (Figura 1, página 153). El ácido graso sin caracterizar aumentó únicamente 
en muestras de leche procedente de dietas enriquecidas en ácido α-linolénico (Pasto, 
LEL y HEL). Este hecho sugirió que podía tratarse de un producto desconocido de la 
biohidrogenación del ácido cis-9, cis-12, cis-15 C18:3 de la dieta.  
 
A pesar de que los contenidos de este ácido graso fueron bajos con la 
alimentación exclusiva a base de pasto y la dieta suplementada con semilla de lino al 
6%, cercanos al 0,05% del total de ácidos grasos, con la ración suplementada con un 
12% de semilla de lino se llegó a alcanzar un 0,21%. Los niveles del ácido graso 
desconocido aumentaron en proporciones similares al RLnA (Figura 3, página 155), una 
evidencia de que el metabolismo de ambos podría estar relacionado. Trabajos recientes 
han reportado subidas notables en los niveles de RLnA en la leche de rumiantes 
alimentados con semilla extrusionada de lino (Akraim et al., 2007) o pasto (Plourde et 
al., 2007). Sin embargo, hasta la fecha no se ha documentado la presencia de otros 
intermediarios C18:3 en la biohidrogenación del ácido α-linolénico. 
 
El estudio detallado por GC-MS de los ésteres metílicos permitió catalogar al 
pico desconocido, por presentar el ión molecular m/z = 292, como un ácido graso de 18 
átomos de carbono y tres insaturaciones. La determinación de la posición de los dobles 
enlaces dentro de la molécula se llevó a cabo por conversión de los FAME a DMOX y 
ésteres de picolinilo. Estos derivados se fragmentan en la cámara de ionización del 
detector de masas dando lugar a iones que son característicos de los isómeros 
posicionales. La presencia de dos iones intensos a m/z = 262 (espectro DMOX) (Figura 
4, página 155) y m/z = 300 (espectro de ésteres de picolinilo) fue indicativa de una 
estructura con dobles enlaces en posiciones 11 y 15. Además se observó una gran 
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similitud entre los espectros de masas del C18:3 sin identificar, el del RLnA de las 
muestras analizadas en nuestro laboratorio y los de aquellos descritos en la bibliografía 
para los derivados DMOX (Plourde et al., 2007) y los ésteres de picolinilo (Destaillats 
et al., 2005) de RLnA. Estos resultados indicarían que el ácido graso objeto de estudio 
podría ser un isómero geométrico del RLnA y en tal caso, los dobles enlaces se 
localizarían en las posiciones 9, 11 y 15.  
 
Finalmente, con el propósito de confirmar la estructura posicional y tratar de 
elucidar la configuración geométrica de los dobles enlaces, se llevó a cabo el análisis de 
los FAME presentes en grasa de leche por CACI-MS/MS. Dicha técnica, como se 
expuso en el apartado 1.6.2c, podría resultar una herramienta muy útil para la 
caracterización de los ácidos grasos. Los espectros de masas CACI-MS/MS del pico 
desconocido y del RLnA se muestran en la Figura 6 (página 156). La presencia de tres 
iones de diagnóstico con m/z = 190, 264 y 318 en ambas estructuras confirmó los 
resultados obtenidos por GC-MS, esto es, la presencia de insaturaciones en los carbonos 
9, 11 y 15. Por otra parte, el cociente de intensidades de los iones α y ω del ácido graso 
desconocido (Figura 6B, página 156) es consistente con la estructura cis-9, trans-11 del 
RA, cuyo espectro de masas CACI-MS/MS presenta una mayor intensidad para el ión α 
(m/z = 264) que para el ω (m/z = 192) (Figura 2B, página 154). Además, la intensidad 
del ión m/z = 318 resultó ser menor para el C18:3 desconocido que para el RLnA 
(Figura 6, página 156). Este hecho, unido al orden de elución cromatográfico, reveló 
que el doble enlace en posición 15 poseería configuración trans, por lo que la estructura 
final del ácido graso se asignó a la configuración cis-9, trans-11, trans-15 C18:3. 
 
Un segundo pico no identificado se detectó en la zona de elución de los ácidos 
grasos C18:2 no-conjugados. De todos ellos, el trans-11, cis-15 C18:2 es el único 
intermediario reconocido de la biohidrogenación ruminal del ácido α-linolénico 
(Harfoot y Hazlewood, 1997) y no existen evidencias científicas que relacionen su 
metabolismo con otros isómeros C18:2 no-conjugados. Los espectros de masas CACI-
MS/MS de este segundo pico desconocido y del trans-11, cis-15 C18:2 mostraron 
patrones similares de fragmentación (Figura 9, página 158). En ambos se detectaron los 
iones de  diagnóstico α (m/z = 320) y ω (m/z = 164), además de un tercer ión derivado 
de la fragmentación interna del doble enlace (m/z = 292). Estos resultados avalan una 
configuración posicional 11-15. Aunque mediante CACI-MS/MS no fue posible 
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confirmar la geometría de los dobles enlaces, y la estructura cis-trans no debería ser 
completamente descartada, la diferencia de los tiempos de retención entre el C18:2 
desconocido (tr = 61.8 min) y el trans-11 cis-15 C18:2 (tr = 67.5 min) indicaría una 
potencial configuración trans-trans. En los últimos años algunos trabajos han reportado 
la presencia del isómero trans-11, trans-15 C18:2 en líquido ruminal (Shingfield et al., 
2008b) y grasa láctea (Shingfield et al., 2006), hecho que podría justificar su existencia 
en este estudio.  
 
El hallazgo de cis-9, trans-11, trans-15 C18:3 y trans-11, trans-15 C18:2 en 
grasa láctea de ovejas alimentadas con pasto y semilla de lino, indica que estos ácidos 
grasos podrían estar involucrados en el metabolismo ruminal del ácido α-linolénico. La 
estrecha correlación encontrada entre el RLnA y el cis-9, trans-11, trans-15 C18:3 
(Figura 4.8) refuerza la idea de la existencia de un precursor común para ambos ácidos 
grasos.  
 
Figura 4.8: Regresión lineal entre los contenidos de los ácidos grasos RLnA y cis-9, trans-11, trans-15 
C18:3 (g/100 g de ácidos grasos totales).  
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* Para llevar a cabo este análisis se consideraron 144 muestras de leche de oveja, procedentes de los 
ensayos con pasto y semilla extrusionada de lino. 
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La Figura 8 (página 157) muestra la potencial ruta alternativa de estos 
intermediarios. Una vez formado el RLnA, a partir de ácido α-linolénico, el doble 
enlace en posición 15 podría ser isomerizado a trans-15 por enzimas de los 
microorganismos presentes en el tracto digestivo. Esta etapa proseguiría con una 
primera hidrogenación del enlace cis-9 para formar trans-11, trans-15 C18:2, y una 
segunda que podría dar lugar a trans-15 C18:1 o VA. Finalmente, la formación de ácido 
esteárico a partir de VA sería idéntica a la descrita para la ruta convencional de 
biohidrogenación del ácido α-linolénico (Figura 8, página 157).  
 
En definitiva, la presencia de los ácidos grasos cis-9, trans-11, trans-15 C18:3 y 
trans-11, trans-15 C18:2 en grasa de leche ovina, como resultado de una alimentación 
enriquecida en ácido α-linolénico, se utilizó como punto de partida para postular una 
ruta de biohidrogenación alternativa para el ácido graso cis-9, cis-12, cis-15 C18:3. Sin 
embargo, es necesario llevar a cabo más estudios que permitan esclarecer el 
metabolismo ruminal del ácido α-linolénico y otros intermediarios producidos durante 
su biohidrogenación, principalmente el origen de distintos isómeros de  CLA. 
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5. Conclusiones 
 
 
 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo han permitido llegar a las 
siguientes conclusiones: 
 
1. La suplementación de la dieta de ganado ovino con fuentes lipídicas ricas 
en ácidos grasos insaturados provoca una disminución significativa en leche del 
contenido de ácidos grasos saturados de menos de 18 átomos de carbono. Este 
descenso podría ser  atribuido, tanto a un efecto de dilución provocado por la 
entrada en la glándula mamaría de un gran número de ácidos grasos de 18 
átomos de carbono procedentes del torrente sanguíneo, como al efecto inhibidor 
que alguno de estos ácidos grasos provenientes de la dieta o generados en el 
rumen, ejercerían sobre las vías metabólicas implicadas en la lipogénesis y la 
síntesis de ácidos grasos de novo. 
 
2. Las raciones de ganado ovino que presentan una baja relación 
forraje:concentrado (20:80) y se suplementan con niveles altos (6%) de aceites 
vegetales ricos en los ácidos oleico y linoleico, provocan alteraciones en el 
metabolismo lipídico. Estas dietas modifican el perfil de ácidos grasos trans 
monoinsaturados, con aumentos destacables de trans-10 C18:1, así como de 
trans-9 cis-11 C18:2 en la grasa láctea. Sin embargo dichas raciones no afectan 
negativamente al rendimiento productivo del ganado, ni generan el síndrome de 
depresión de grasa en leche, lo que sugiere posibles diferencias entre el 
metabolismo lipídico del ganado bovino y ovino. 
 
3. El aumento de distintos isómeros trans C18:1 observado en leche de 
ovejas alimentadas con dietas suplementadas con aceite de oliva es una 
evidencia de que las vías de biohidrogenación del ácido oleico, durante su paso 
por el tracto digestivo, implican distintas reacciones de isomerización. 
 
4. La depresión de grasa en leche, observada en dietas suplementadas con 
aceite de pescado,  podría justificarse atendiendo al potencial efecto inhibidor de 
los ácidos grasos trans-10 C18:1 y trans-9 cis-11 CLA –que aumentaron con 
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dicho suplemento-, a la disminución de la síntesis de novo de ácidos grasos 
saturados de cadena corta y media, así como al descenso en la generación de 
ácido esteárico en el rumen, con la consiguiente caída en la producción de ácido 
oleico en la glándula mamaría.  
 
5. Los aumentos de trans-10, cis-12 C18:2 en grasa láctea ovina están 
condicionados por la suplementación de niveles elevados de ácido linoleico a la 
dieta y no dependen de la relación forraje:concentrado de las raciones.  
 
6. El enriquecimiento natural de leche ovina en ácidos grasos omega-3 de 
cadena larga (EPA, DPA y DHA), mediante suplementación de la dieta con una 
fuente lipídica rica en dichos componentes, es una estrategia que ofrece escasa 
rentabilidad debido a la baja eficiencia de transferencia de estos componentes 
desde la dieta a la grasa láctea. 
 
7. La alimentación del ganado ovino con pasto fresco disminuye el 
rendimiento productivo pero mejora las características nutricionales de la grasa 
láctea. El mantenimiento de niveles elevados de VA y RA, sin aumentos 
significativos en trans-10 C18:1, hace aconsejable el empleo de dietas ricas en 
forraje con un bajo nivel de concentrado. 
 
8. La adición de un 12% de semilla extrusionada de lino a la dieta ovina con 
una relación forraje:concentrado 60:40 es, de todas las prácticas ganaderas 
ensayadas, la mejor estrategia para mejorar el perfil nutricional de los ácidos 
grasos de la leche. Dicha ración aumenta de forma destacada los contenidos de 
VA, RA y ácido α-linolénico, disminuye los ácidos grasos saturados y mantiene 
bajos y estables los niveles de trans-10 C18:1 en la grasa de leche, todo ello sin 
un descenso del rendimiento productivo. La sostenibilidad de la respuesta a este 
tipo de dieta para los citados ácidos grasos implicaría una estabilidad del 
metabolismo lipídico, incluidas las vías de biohidrogenación.   
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9. El proceso de fabricación y maduración de queso tipo Manchego, 
elaborado con leche enriquecida en ácido α-linolénico y CLA, no modifica el 
perfil lipídico ni las características organolépticas de este producto, que podría 
acceder a la alegación nutricional “Rico en Acidos Grasos Omega-3”.  
 
10.  La presencia de los ácidos grasos identificados en este trabajo cis-9, 
trans-11, trans-15 C18:3 y trans-11, trans-15 C18:2, en grasa láctea de ovejas 
alimentadas con pasto y semilla de lino, es una evidencia de que ambos están 
involucrados en el metabolismo ruminal del ácido α-linolénico.  
 
11.  La administración de grasa láctea con niveles altos de ácido trans-10 
C18:1 (más del 20% del total de ácidos grasos) no induce toxicidad aguda en 
modelos animales. Sin embargo la presencia de cantidades elevadas de este 
ácido graso resulta negativa desde el punto de vista cardiovascular, puesto que 
favorece el aumento de triglicéridos en el plasma. Por el contrario, una grasa 
láctea enriquecida en VA+RA, protegería de la trigliceridemia en animales de 
experimentación. 
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actuar en nombre del/de los
solicitante(s) ante las administraciones
internacionales competentes como:
Mandatario
IV-1-1 Nombre (APELLIDOS, Nombre) PONS ARIÑO, Ángel
IV-1-2 Dirección Glorieta de Rubén Darío, 4
28010 Madrid
España
IV-1-3 No. de teléfono 917007600
IV-1-4 No. de facsímil 913086103
IV-1-5 Correo electrónico patentes@pons.es
IV-1-5(a
)
Autorización a utilizar el correo-e
La Oficina receptora, la Administración
de búsqueda internacional, la Oficina
Internacional y la Administración de
examen preliminar internacional se han
autorizadas a utilizar la dirección de
correo-e para enviar con antelación, si la
Oficina y la Administración así lo
desean, copias de las notificaciones de
la presente solicitud internacional.
Sí
V DESIGNACIONES
V-1 Según la Regla 4.9.a), la presentación
de este petitorio constituye la
designación de todos los Estados
contratantes vinculados por el PCT
en la fecha de presentación interna-
cional a efectos de todo tipo de
protección disponible y, cuando
proceda, de la concesión tanto de
patentes regionales como de
patentes nacionales.
VI-1 Reivindicación de prioridad de una
solicitud nacional anterior
VI-1-1 Fecha de presentación 06 Octubre 2008 (06.10.2008)
VI-1-2 Número P200802822
VI-1-3 País ES
VI-2 Petición de documento de prioridad
Se ruega a la Oficina receptora que
prepare y transmita a la Oficina Interna-
cional una copia certificada de la(s)
solicitud(es) anterior(es) identificada(s)
supra como punto(s):
VI-1
PCT1641-136
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Anexo II: 
Premio Internacional Hipócrates 2009 
 
   
 
  
 
Jurado del Premio Internacional Hipócrates 2009  
Dr. D. Jesús Moreno de Orbe 
Dr. D. Rafael Sariego García (Secretario del Jurado)  
Dra. Dña. Carmen Rodríguez Menéndez (Presidenta del Jurado)  
Dr. D. Manuel Álvarez-Uría Rico-Villademoros 
D. José Aza González 
D. Rafael Loredo Coste (Director de la Fundación)  
Dr. D. Carlos Madera González 
Dr. D. Manuel Crespo Hernández 
Dr. D. José Luis Mediavilla Ruiz  
Dr. D. Juan Junceda Moreno. 
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ACTA DEL JURADO DEL PREMIO INTERNACIONAL 
HIPÓCRATES DE INVESTIGACIÓN MÉDICA SOBRE 
NUTRICIÓN HUMANA CORRESPONDIENTE A LA 
CONVOCATORIA 2009 
 
En Oviedo, siendo las 11:15 horas del jueves día 16 de julio de 2009, y con arreglo 
a las bases establecidas en el Premio Internacional Hipócrates de Investigación 
Médica sobre Nutrición Humana, se reúne el Jurado del mismo con el fin de 
examinar las candidaturas presentadas y tras el correspondiente debate, el Jurado 
decide por unanimidad otorgar el Premio al trabajo titulado: 
 
"MEJORA NUTRICIONAL DEL PERFIL EN ÁCIDOS GRASOS DE 
LECHE Y QUESOS DE OVEJA MEDIANTE LA SUPLEMENTACIÓN 
DE LA DIETA CON SEMILLA DE LINO EXTRUSIONADA" 
 
Por la estructura del trabajo, rigurosa y conforme a método, y porque plantea una 
mejora del queso a partir de la dieta de los animales en la que sin cambiar la 
apariencia, aroma, sabor, textura y consecuentemente la aceptabilidad general, 
modifica la composición de los ácidos grasos hacia formas más saludables.  
 
La autoría del trabajo, corresponde al equipo dirigido por: 
 
LA PROFESORA DÑA. MANUELA JUÁREZ 
 
Profesora de Investigación del Consejo Superior de Investigaciones Científicas y 
Exvicepresidenta del mismo. 
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